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RÉSUMÉ	
	
Rôle	 de	 Shp-2	 dans	 le	 contrôle	 de	 la	 sénescence	 des	 cellules	 normales	 et	 cancéreuses	
intestinales	humaines.	
Par Vanessa	Vaillancourt-Lavigueur,	Programme	de	biologie	cellulaire	
Mémoire	présenté	 à	 la	 Faculté	de	médecine	et	 sciences	de	 la	 santé	en	 vue	de	 l’obtention	du	
diplôme	de	maitre	ès	science	(M.Sc.)	en	Biologie	Cellulaire,	Faculté	de	médecine	et	sciences	de	la	
santé,	Université	de	Sherbrooke,	Sherbrooke,	Québec,	Canada,	J1H	5N4.	
La	 protéine	 tyrosine	 phosphatase	 SHP-2	 est	 connue	 pour	 contrôler	 de	 nombreuses	 voies	 de	
signalisation	 intracellulaire	 importantes	 dans	 la	 cellule	 telles	 que	 les	 voies	 RAS/MAP	 Kinase,	
JAK/STAT	et	PI3K/AKT.	Conséquemment,	cette	phosphatase	régularise	de	nombreuses	fonctions	
cellulaires	 telles	 que	 la	 prolifération,	 la	 survie,	 la	 migration	 et	 la	 différenciation.	 De	manière	
intéressante,	le	gène	encodant	SHP-2,	le	gène	PTPN11,	est	fréquemment	muté	dans	les	cancers,	
particulièrement	 les	 leucémies,	 mais	 également	 dans	 des	 cancers	 solides	 comme	 le	 cancer	
colorectal.	Des	travaux	dans	notre	laboratoire	ont	récemment	montré	que	l’expression	dans	les	
cellules	de	l’épithélium	intestinal	murin	de	la	forme	mutante	active	de	SHP-2,	celle	retrouvée	dans	
le	cancer	colorectal,	induit	une	hyperprolifération	cryptale	mais	n'est	pas	suffisante	pour	induire	
une	 tumorigénèse	 intestinale.	 Par	 contre,	 l’expression	 de	 cette	 forme	mutante	 chez	 la	 souris	
ApcMin/+	 favorise	grandement	 la	polypose	et	ce,	tant	dans	 l’intestin	grêle	que	dans	 le	côlon.	De	
plus,	 l’inhibition	 d’expression	 de	 SHP-2	 dans	 des	 lignées	 cancéreuses	 colorectales	 humaines	
diminue	significativement	leur	capacité	à	croitre	en	indépendance	d’ancrage.	Pris	ensemble,	ces	
résultats	suggèrent	donc	que	SHP-2	n’est	pas	un	oncogène	en	soi	pour	l’épithélium	intestinal	mais	
promeut	 néanmoins	 la	 tumorigénèse	 des	 cellules	 intestinales	 et	 leurs	 propriétés	 tumorales.	
Cependant,	les	mécanismes	impliqués	restaient	à	comprendre.	Durant	mes	travaux	de	maitrise,	
j’ai	inhibé	génétiquement	l’expression	de	SHP-2	(lentivirus	exprimant	un	shARN	ciblant	SHP-2	ou	
utilisation	de	la	Cre	recombinase)	et	ce,	dans	des	cellules	épithéliales	intestinales	normales	(HIEC),	
dans	 des	 lignées	 cancéreuses	 colorectales	 humaines	 (Caco-2/15,	 HCT116)	 ainsi	 que	 dans	 des	
cultures	 d’organoides	 ex	 vivo.	 Des	 inhibiteurs	 pharmacologiques	 ont	 été	 aussi	 utilisés	 pour	
inactiver	SHP-2.	Mes	résultats	montrent	que	la	baisse	d’expression	de	SHP-2	dans	les	HIEC	et	les	
HCT116	entraine	un	 ralentissement	du	cycle	 cellulaire	en	G1	et	des	dommages	à	 l’ADN.	De	 la	
sénescence	a	été	également	observée	dans	les	cellules	normales,	probablement	induite	via	la	voie	
de	 ARF	 et	 p53.	 Par	 contre	 dans	 les	 Caco-2/15,	 l’inhibition	 d’expression	 de	 SHP-2	 ralentit	 la	
prolifération	 cellulaire	 mais	 n’induit	 pas	 de	 dommages	 à	 l’ADN.	 De	 manière	 remarquable,	 la	
délétion	de	SHP-2	dans	des	cultures	d’entéroides	et	de	colonoides	ex	vivo	diminue	grandement	
leur	capacité	proliférative	et	leur	développement.	Les	entéroides	finissent	même	par	dégénérer	
suite	à	la	délétion	de	SHP-2	et	cette	dégénérescence	est	corrélée	avec	l’induction	de	Pml,	un	gène	
cible	de	p53	associé	à	la	sénescence	et/ou	à	l’apoptose.	En	résumé,	nos	résultats	suggèrent	que	
SHP-2	protège	les	cellules	épithéliales	intestinales	contre	un	stress	oncogénique	conduisant	à	des	
dommages	à	l’ADN	et/ou	à	la	sénescence.		
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Introduction	
1.	Le	système	digestif		
1.1	La	digestion		
	
L’appareil	digestif	va	comprendre	l’ensemble	des	organes	qui	va	assurer	la	transformation	ainsi	
que	la	dégradation	des	aliments	afin	de	permettre	l’assimilation	des	nutriments	dans	le	sang	et	
leur	redistribution	dans	les	cellules.	Il	y	a	deux	types	d’organes	soit	les	organes	du	tube	digestif	
ainsi	 que	 les	 organes/glandes	 annexes	 qui	 remplissent	 deux	 types	 d’action	 :	 chimique	 ou	
mécanique.	 Les	 organes	 du	 tube	 digestif	 sont	 :	 la	 bouche,	 le	 pharynx,	 l’œsophage,	 l’estomac,	
l’intestin	grêle,	le	côlon	et	finalement	l’anus.	Les	organes	annexes	eux	sont	:	les	dents,	la	langue,	
la	vésicule	biliaire,	 les	glandes	salivaires,	 le	 foie	et	 le	pancréas.	Les	glandes	digestives	annexes	
(glandes	salivaires,	foie	et	pancréas)	ont	notamment	pour	rôle	la	production	d’hormones	et	de	
sécrétions	servant	à	la	digestion	des	aliments.	Lors	de	la	prise	des	aliments,	le	premier	contact	
sera	 l’entrée	 dans	 la	 bouche	 qui	 est	 donc	 la	 zone	 d’ingestion	 des	 aliments.	 Par	 la	 suite,	 la	
nourriture	fera	son	entrée	dans	l’œsophage	via	le	pharynx	à	l’aide	des	processus	de	déglutition	
ainsi	 que	 du	 péristaltisme.	 Le	 péristaltisme	 permet	 aux	 aliments	 d’avancer	 à	 l’aide	 de	 la	
contraction	des	muscles	lisses.	Suite	à	cela,	la	nourriture	va	dans	l’estomac.	L’estomac	effectue	la	
première	étape	de	digestion.	Une	fois	la	digestion	terminée	dans	l’estomac,	le	bol	alimentaire,	ou	
le	chyme,	sera	évacué	par	le	pylore.	La	vidange	du	chyme	entre	par	la	suite	dans	la	première	partie	
de	l’intestin,	soit	le	duodénum,	pour	ensuite	continuer	vers	le	jéjunum	et	finalement	l’iléon.	Le	
bol	 alimentaire	 entrera	 dans	 le	 côlon	 passant	 par	 le	 caecum,	 le	 côlon	 ascendant,	 le	 côlon	
transverse,	le	côlon	descendant	et	le	côlon	sigmoïde,	pour	terminer	son	cheminement	au	rectum	
et	sera	évacué	via	l’anus	(Marieb	et	Hoehn,	2015).	
	
Les	parois	du	tube	digestif	sont	composées	de	quatre	couches	principales	soit	:	la	muqueuse,	la	
sous-muqueuse,	 la	musculeuse	 et	 la	 séreuse.	 La	muqueuse	 est	 la	 partie	 la	 plus	 interne	 et	 se	
compose	d’épithélium,	d’une	lamina	propria	et	d’une	muscularis	mucosae.	La	muqueuse	permet	
la	sécrétion	de	mucus,	la	protection	contre	des	maladies	infectieuses	via	sa	fonction	barrière	ainsi	
que	 l’absorption	 des	 produits	 de	 la	 digestion	 vers	 la	 circulation.	 L’épithélium	 qui	 compose	 la	
muqueuse	est	un	épithélium	simple	prismatique	qui	est	riche	en	cellules	absorbantes	ainsi	qu’en	
cellules	qui	sécrètent	du	mucus.	Ce	mucus	assure	une	certaine	protection	pour	ne	pas	que	 les	
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enzymes	digestives	détruisent	 les	tissus	et	 il	permet	aussi	 le	déplacement	des	aliments.	Située	
sous	l’épithélium,	la	lamina	propria	est	composée	de	tissu	conjonctif	lâche	aléatoire.	Elle	contient	
des	MALT	(mucosa-associated	lymphatic	tissue)	qui	permettent	la	défense	contre	des	bactéries	
et	des	pathogènes.	À	l’extérieur	de	la	lamina	propria	se	retrouve	la	muscularis	mucosae.	C’est	une	
couche	 de	 cellules	 musculaires	 lisses	 permettant	 des	 mouvements	 locaux	 de	 la	 muqueuse.	
Directement	adjacente	à	la	muqueuse	se	retrouve	la	sous-muqueuse.	La	sous-muqueuse	est	un	
tissu	conjonctif	aréolaire.	Celle-ci	possède	un	nombre	élevé	de	vaisseaux	sanguins,	de	vaisseaux	
lymphatiques,	de	 follicules	 lymphoïdes	et	de	neurofibres	qui	permettent	à	au	 tube	digestif	de	
retrouver	sa	forme	initiale	suite	à	l’ingestion	d’un	repas.	La	musculeuse	est	celle	qui	entoure	la	
sous-muqueuse.	 Elle	 est	 composée	 de	 cellules	 musculaires	 lisses	 et	 permet	 et	 produit	 la	
segmentation	et	le	péristaltisme.	Finalement,	la	séreuse	est	composée	de	tissu	conjonctif	lâche	
aréolaire	qui	est	 recouvert	de	mésothélium.	En	entourant	 les	organes	de	 l’appareil	digestif,	 la	
séreuse	exerce	un	rôle	de	protecteur	(Marieb	et	Hoehn,	2015).	
	
1.2	L’intestin	grêle	
	
L’intestin	grêle	est	 l’organe	principal	pour	 la	digestion.	 L’intestin	grêle	 va	du	muscle	 sphincter	
pylorique	jusqu’à	la	valve	iléocæcale.	L’intestin	grêle	se	divise	en	trois	sections	soit	:	le	duodénum,	
le	jéjunum	puis	l’iléum.	Les	trois	sections	sont	reconnaissables	selon	leur	structure	histologique	
de	leur	muqueuse.	Pour	ce	qui	est	du	jéjunum	et	de	l’iléon	ceux-ci	se	ressemblent	beaucoup	à	
l’exception	de	l’iléon	qui	a	un	diamètre	plus	petit	et	qui	est	aussi	plus	court	(Marieb	et	Hoehn,	
2015).	
	
De	 manière	 microscopique,	 l’intestin	 grêle	 est	 très	 adapté	 à	 sa	 fonction	 d’absorption	 des	
nutriments,	puisqu’il	possède	sur	ces	parois,	trois	types	de	modifications	structurales.	D’abord,	
les	 plis	 cellulaires	 permettent	 un	 ralentissement	 du	 chyme,	 ce	 qui	 a	 pour	 effet	 d’augmenter	
l’absorption	des	nutriments	puisqu’il	y	a	un	plus	grand	contact	avec	 la	muqueuse.	Ensuite,	 les	
villosités	intestinales	permettent	une	plus	grande	distance	d’absorption	des	nutriments	puisque	
les	villosités	intestinales	sont	une	continuité	de	la	muqueuse.	Il	y	a	donc	une	augmentation	de	la	
surface	de	contact	avec	les	nutriments.	Finalement,	les	microvillosités	qui	forment	la	bordure	en	
brosse	 de	 l’intestin.	 La	 membrane	 plasmique	 des	 microvillosités	 est	 également	 formée	 de	
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glycocalyx	où	sont	localisées	les	enzymes	de	la	bordure	en	brosse	;	c’est	ce	qui	permet	la	dernière	
étape	pour	la	digestion	des	glucides	et	des	protéines	(Marieb	et	Hoehn,	2015).	
	
1.2.1	L’épithélium	intestinal		
	
L’épithélium	intestinal	est	organisé	sous	une	forme	d’axes	crypte-villosité.	La	muqueuse	se	divise	
en	 quatre	 types	 de	 cellules	 épithéliales	 différenciées	 :	 les	 entérocytes	 (ou	 les	 cellules	
absorbantes),	les	cellules	caliciformes,	les	cellules	de	Paneth	et	les	cellules	entéroendocrines.	Au	
fond	des	cryptes	se	 retrouve	 la	niche	des	cellules	 souches	qui	permet	 le	maintien	des	cellules	
souches	 dans	 un	 environnement	 optimal	 et	 finement	 contrôlé	 en	 facteurs	 de	 croissance	 et	
protéines	 de	 la	 matrice	 extracellulaire.	 Les	 cellules	 souches	 génèrent	 des	 populations	 de	
progéniteurs	 dans	 les	 cryptes.	 À	 l’exclusion	 des	 cellules	 progénitrices	 déterminées	 à	 se	
différencier	en	cellules	de	Paneth	qui	elles	vont	migrer	vers	le	bas	de	la	crypte,	toutes	les	autres	
cellules	 déterminées	 à	 se	 différencier	 vont	 migrer	 vers	 le	 haut	 de	 la	 crypte,	 arrêter	 leur	
prolifération	puis	se	différencier	en	un	des	3	autres	types	cellulaires.	À	la	sortie	de	la	crypte,	les	
cellules	sont	pleinement	différenciées	et	vont	continuer	de	migrer	jusqu’au	sommet	des	villosités	
pour	être	ensuite	exfoliées	dans	la	lumière	intestinale	(Zouiten-Mekki	et	al.,	2013)	(Schéma	1).	
	
Les	entérocytes	ou	 les	cellules	absorbantes	sont	 les	cellules	responsables	de	 la	digestion	et	de	
l’absorption	des	nutriments.	Les	entérocytes	expriment	aussi	plusieurs	enzymes	digestives	telles	
que	la	sucrase-isomaltase	et	la	lactase	et	sont	recouverts	de	glycocalyx	qui	les	protège	contre	les	
agressions	mécaniques,	chimiques	et	enzymatiques	(Zouiten-Mekki	et	al.,	2013).	
	
Les	 cellules	 à	 mucus,	 les	 cellules	 caliciformes	 ou	 bien	 les	 cellules	 à	 Gobelet	 renferment	 des	
granules	 cytoplasmiques	 qui	 eux	 renferment	 les	 mucines.	 Les	 mucines	 sont	 grandement	
impliquées	dans	la	protection	de	l’épithélium	en	formant,	lorsque	sécrétées	un	gel	ou	un	mucus	
qui	forme	une	barrière	entre	la	flore	luminale	et	 la	muqueuse	intestinale.	Les	cellules	à	mucus	
sécrètent	 aussi	 les	 peptides	 TFF	 (trefoil	 factors)	 qui	 contrôlent	 la	 migration	 des	 cellules	 et	
stimulent	la	régénération	des	muqueuses	suite	à	des	agressions	bactériennes	ou	virales	ou	suite	
à	de	l’inflammation	(Zouiten-Mekki	et	al.,	2013).	
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Les	cellules	de	Paneth	sont	situées	au	 fond	des	cryptes	de	 l’intestin	grêle	et	 sont	absentes	du	
côlon.	Elles	interagissent	avec	les	cellules	souches,	jouant	un	rôle	central	dans	leur	maintien	et	
leur	prolifération	(Clevers	and	Bevins,	2013).	Elles	sécrètent	aussi	des	peptides	antimicrobiens	tels	
que	des	défensines	ou	le	lysozyme	qui	vont	contribuer	au	contrôle	de	la	composition	de	la	flore	
intestinale	et	protéger	la	muqueuse	intestinale	contre	certains	pathogènes	(Ouellette,	2011).		
	
Les	cellules	entéroendocrines	sécrètent	des	hormones	telles	que	la	sécrétine,	la	cholécystokinine	
et	la	somatostatine	qui	vont	réguler	la	digestion,	la	sécrétion	biliaire	et	la	sécrétion	pancréatique	
(Zouiten-Mekki	et	al.,	2013).	
	
	
	
Schéma	1	:	Structure	de	l’axe	crypte-villosité	de	l’intestin	grêle		
	
L’épithélium	de	la	crypte	intestinale	contient	au	fond	des	cryptes	les	cellules	souches	ainsi	que	les	
cellules	 progénitrices	 et	 en	 voie	 de	 différenciation.	 Les	 cellules	 différenciées	 telles	 que	 les	
entérocytes,	les	cellules	caliciformes	ou	à	mucus	et	les	cellules	entéroendocrines	se	retrouvent	
dans	la	villosité	alors	que	les	cellules	de	Paneth	sont	confinées	au	fond	des	cryptes,	entourant	les	
cellules	souches	(Tirée	de	Becker	et	al.,	2013	avec	autorisation).	
 x



t`v(%;698

98B@0@(7(8B  6b08B(AB08 .@+6(] 6( %;698 8( >9AA)'( >A '( G0669A0B*A] '98% 06 (AB 9@.80A*
A(C6(7(8BA9CA6-9@7('(%@J>B(A`(%;6988(>9AA)'(?C('(CIBJ>(A'(%(66C6(AA*%@*B@0%(A]
A90B6(A%(66C6(A%60%0-9@7(A(B6(A%(66C6(A(8B*@9(8'9%@08(A`(@;6('C%;698'8A6'0.(AB098(AB
'b$A9@$(@ 6b(C (B %(@B08(A G0B708(A 08A0 ?C('(708B(80@ 6b*?C060$@(/J'@0?C( h@0($ (B
9(/8]ustxih%/*7ui`



$ *G>203230)@506.2,),+%/3
(%;698]%98B@0@(7(8B6b08B(AB08.@+6(8(>9AA)'(>A'(%(66C6(A'(8(B/]70A>9AA)'('(A
%(66C6(A $A9@$8B(A] %60%0-9@7(A (B (8B*@9(8'9%@08(A h0@*( '( (%5(@  5 ,`] ustv G(%
CB9@0AB098i`

	 6	
	
2.	Les	voies	de	signalisation	impliquées	dans	la	prolifération	et	la	différenciation	des	cellules	
de	l’épithélium	intestinal	
2.1	La	voie	Wnt/b-caténine	
	
La	voie	de	signalisation	Wnt/β-caténine	canonique	est	un	régulateur	central	du	développement	
et	 de	 l'homéostasie	 tissulaire.	 Dans	 l'intestin,	 la	 signalisation	 Wnt	 (Wingless	 and	 int-1)	 est	
principalement	connue	comme	 le	principal	organisateur	de	 l'identité	et	de	 la	prolifération	des	
cellules	 souches	 épithéliales.	 Dans	 l'intestin	 grêle,	 l'expression	 de	Wnt3,	 Wnt6	 et	 Wnt9b	 est	
présente	dans	le	fond	des	cryptes,	tandis	que	dans	le	côlon,	seulement	Wnt6	et	Wnt9b	sont	bien	
détectés	(Gregorieff	et	al.,	2005).	
	
La	signalisation	Wnt	est	 initiée	par	 la	 liaison	des	 ligands	Wnt	sécrétés	ou	liés	à	 la	membrane	à	
leurs	récepteurs	centraux	de	la	famille	Frizzled	(Fz),	ainsi	qu'à	divers	co-récepteurs	qui	façonnent	
davantage	 la	 réponse	 cellulaire.	 Il	 y	 a	 trois	 voies	 de	 signalisation	 :	 1-	 la	 signalisation	Wnt/β-
caténine	 ou	 la	 voie	 canonique	 (initiée	 par	 Wnt1,	 Wnt3A	 et	 Wnt8),	 qui	 est	 particulièrement	
importante	pour	 la	prolifération	des	cellules	souches	et	des	progéniteurs	dans	 l’intestin	 ;	2-	 la	
signalisation	Wnt/PCP	(Planar	cell	polarity)	ou	la	voie	non-canonique	(initiée	par	Wnt4,	Wnt5	et	
Wnt11),	 qui	 organise	 la	 morphogenèse	 des	 tissus	 au	 cours	 du	 développement	 ;	 et	 3-	 la	
signalisation	Wnt/calcium	qui	contrôle	principalement	la	motilité	cellulaire	(Van	der	Flier	2007	;	
Koch	2017).	
	
Pour	la	signalisation	de	Wnt/b-caténine	ou	la	voie	canonique,	il	y	a	deux	familles	de	récepteurs	
distincts	qui	sont	 importantes	soient	 :	 les	 récepteurs	Frizzled	 (Fz)	qui	possèdent	sept	passages	
transmembranaires	et	leur	co-récepteurs	LDL	receptor-related	proteins	5	et	6	(LRP5	et	LRP6)	qui	
possèdent	 1	 passage	 transmembranaire	 (Tamai	et	 al.,	 2004).	 Le	 principal	 effecteur	 de	 la	 voie	
Wnt/β-caténine	est	la	β-caténine,	une	protéine	soit	liée	aux	jonctions	adhérentes	soit	libre	dans	
le	 cytoplasme.	 La	 régulation	des	niveaux	d’expression	de	 cette	protéine	 s’effectue	 grâce	 à	 un	
complexe	 nommé	 complexe	 de	 dégradation.	 Le	 complexe	 de	 dégradation	 est	 composé	 de	 la	
protéine	 d’échafaudage	 axine,	 de	 la	 protéine	 suppresseur	 de	 tumeur	 APC	 (Adenomatous	
Polyposis	Coli),	de	la	protéine	WTX	(Wilms	tumor	gene	on	the	X-chromosome)	et	finalement,	des	
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sérine/thréonine	kinases	CK1α/δ	(casein	kinase	1	α/δ)	et	GSK3α/β	(glycogen	synthase	kinase	3	
α/β)	(Tamai	et	al.,	2004).		
	
La	 voie	 débute	 par	 la	 liaison	 de	Wnt	 aux	 récepteurs	 Frizzled	 et	 LRP5/6.	 Ceux-ci	 recrutent	 la	
protéine	Dishevelled	(Dsh	ou	Dvl)	qui	elle	recrute	l’axine	et	la	GSK3	qui	va	d'une	part	phosphoryler	
la	partie	intracellulaire	de	LRP5/6	et	d'autre	part,	cesser	de	phosphoryler	 la	b-caténine	dans	le	
complexe.	L’arrêt	de	la	phosphorylation	de	la	b-caténine	lui	permet	de	ne	plus	être	reconnue	par	
b-TrCP,	donc	conjuguée	à	l'ubiquitine	et	donc,	de	ne	plus	être	dégradée	par	le	protéasome.	Il	y	a	
donc	une	stabilisation	de	la	b-caténine	qui	s’accumule	et	qui	va	transloquer	vers	le	noyau	pour	
former	 un	 complexe	 avec	 les	 facteurs	 de	 transcription	 TCF/LEF,	 principalement	 TCF4	 dans	
l’épithélium	intestinal,	ce	qui	a	pour	effet	d’activer	 les	gènes	cibles	principalement	associés	au	
contrôle	du	cycle	cellulaire	et	de	la	prolifération	(Bryan	et	al.,	2010)	(Schéma	3).	En	absence	de	
Wnt,	la	b-caténine	cytoplasmique,	séquestrée	par	le	complexe	de	dégradation,	est	phosphorylée	
par	CKI,	puis	par	GSK3.	Ces	phosphorylations	vont	mener	à	son	ubiquitination	puis	sa	dégradation	
dans	 le	 protéasome.	 Dans	 le	 noyau,	 les	 gènes	 sont	 gardés	 sous	 silence	 par	 un	 complexe	
d’inhibition	qui	possède	les	protéines	LEF1/TCF	(T-cell	factor/lymphoid	enhancer	factor)	liées	au	
co-represseur	Groucho.		
	
Plusieurs	 études	 ont	mis	 en	 évidence	 le	 rôle	 essentiel	 de	 la	 voie	 canonique	 des	Wnts	 dans	 la	
prolifération	et	le	renouvellement	des	cellules	de	l'épithélium	intestinal.	Chez	la	souris,	la	perte	
de	 fonction	 du	 facteur	 de	 transcription	 TCF-4	 (Korinek	 et	 al.,	 1998)	 ainsi	 que	 l'invalidation	
conditionnelle	de	la	β-caténine	(Ireland	et	al.,	2004)	conduit	à	une	perte	des	cryptes	ainsi	qu'à	la	
disparition	 du	 compartiment	 prolifératif.	 De	 la	 même	 façon,	 l'expression	 transgénique	 dans	
l'épithélium	intestinal	murin	de	Dkk-1,	qui	bloque	l'activation	de	Frizzled	par	les	Wnts,	induit	la	
perte	des	cryptes	intestinales	chez	la	souris	adulte	(Pinto	et	al.,	2003	;	Kuhnert	et	al.,	2004).	De	
plus,	une	étude	a	démontré	que	 l'invalidation	conditionnelle	de	 la	β-caténine	dans	 les	cellules	
souches	intestinales	induit	l'arrêt	de	prolifération	et	la	différenciation	subséquente	de	ces	cellules	
en	entérocytes	(Fevr	et	al.,	2007).		
	
Paradoxalement,	la	voie	Wnt/β-caténine	est	aussi	impliquée	dans	le	processus	de	différenciation	
cellulaire.	 En	 effet,	 les	 souris	 invalidées	 pour	 Tcf4	 possèdent	 des	 cellules	 caliciformes	 et	 des	
entérocytes,	mais	ne	possèdent	pas	de	cellules	de	Paneth	(Korinek	et	al.,	1998).	Cette	voie	de	
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signalisation	 serait	 principalement	 impliquée	 dans	 la	 différenciation	 des	 cellules	 de	 Paneth	
notamment	par	l’induction	de	l’expression	du	gène	cible	Sox9	(SRY	(sex	determining	region	Y	)-
box	9),	une	protéine	nécessaire	à	la	maturation	des	cellules	de	Paneth	(Mori-Akiyama	et	al.,	2007	;	
Bastide	et	al.,	2007).	
	
	
Schéma	3	:	Voie	de	signalisation	Wnt/b-Caténine	
À	gauche,	en	absence	de	Wnt,	le	complexe	de	dégradation	provoque	la	phosphorylation	de	la	b-
caténine,	ce	qui	cause	son	ubiquitination	puis	sa	dégradation.	Il	n’y	aura	donc	pas	de	transcription	
des	gènes	cibles	qui	contrôlent	la	prolifération.	À	droite,	en	présence	de	Wnt	dans	le	milieu,	ceux-
ci	se	lient	au	complexe	récepteur	Frizzled/LRP5/6,	ce	qui	provoque	la	déstabilisation	du	complexe	
de	dégradation,	la	stabilisation	de	la	b-caténine	et	sa	translocation	au	noyau	(Tirée	de	Bryan	et	
al.,	2010	avec	autorisation).	
	
Pour	ce	qui	est	de	la	voie	de	signalisation	Wnt/PCP	(Planar	cell	polarity)	ou	la	voie	non-canonique,	
elle	 est	 dite	 non-canonique	 puisqu’elle	 n’implique	 pas	 la	 b-caténine	 dans	 sa	 signalisation	
intracellulaire.	Dans	cette	voie,	il	y	a	liaison	des	Wnt	non-canoniques	avec	Frizzled,	mais	cette	voie	
est	 indépendante	 de	 LRP5/6.	 Cette	 voie	 permet	 une	 organisation	 ordonnée	 du	 cytosquelette	
d’actine	conférant	ainsi	une	orientation	vectorielle	au	tissu	(Schéma	3)	(Alberts	et	al.,	2015).			
	
Finalement	pour	ce	qui	est	de	la	voie	de	signalisation	Wnt/calcium,	il	y	a	interaction	entre	Wnt	et	
Frizzled	qui	médie	 leur	 action	 via	 l’activation	de	 certaines	 protéines	G	qui	 vont	 interagir	 avec	
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Dishevelled.	Il	y	a	par	la	suite	activation	de	la	phospholipase	C,	ce	qui	mène	à	la	production	de	
diacylglycérol	et	d’IP3.	Le	diacylglycérol	va	activer	les	PKC	(Protéine	kinase	C)	tandis	que	l’IP3	va	
stimuler	 la	 relâche	du	calcium	du	 réticulum	endoplasmique.	 L’activation	de	cette	voie	module	
surtout	l’adhésion	cellulaire	et	la	motilité	(Alberts	et	al.,	2015).			
	
2.2	La	voie	de	signalisation	RAS/ERK	(Extracellular	signal-regulated	kinase	1/2)/MAPK	(Mitogen-
activated	protein	kinases)	
	
La	 voie	 de	 signalisation	 RAS/ERK	 est	 une	 voie	 importante	 puisqu’elle	 est	 impliquée	 dans	 la	
régulation	de	 la	survie,	de	 la	prolifération,	de	 la	migration	cellulaire	et	de	 la	différenciation	de	
plusieurs	types	cellulaires.	Cette	voie	est	principalement	activée	suite	à	la	liaison	de	facteurs	de	
croissance	avec	des	récepteurs	membranaires	possédant	une	activité	tyrosine	kinase	comme	par	
exemple	 l’EGFR	 (Epidermal	 Growth	 Factor	 Receptor).	 L’activation	 de	 ce	 récepteur	 permet	 le	
recrutement	de	plusieurs	protéines	adaptatrices	qui	ultimement	vont	mener	à	 l’activation	des	
protéines	RAS.	RAS	est	une	famille	de	protéines	(NRAS,	KRAS,	HRAS)	qui	joue	un	rôle	central	dans	
cette	signalisation	puisqu’elle	possède	deux	états	:	un	état	actif	dans	laquelle	elle	est	liée	au	GTP	
(Guanosine	Tri-Phosphate)	ce	qui	permet	 l’activation	de	différents	effecteurs	tels	 les	protéines	
RAF	 et	 PI3K	 (phosphoinositide	 3-kinase)	 et	 un	 état	 inactif	 dans	 laquelle	 elle	 est	 liée	 au	 GDP	
(Guanosine	Di-phosphate).	L’activation	de	la	protéine	RAS	est	causée	par	le	déplacement	du	GDP	
par	du	GTP	(stimulée	les	facteurs	d’échanges	GEF)	et	son	inactivation	par	l’hydrolyse	du	GTP	en	
GDP	 (stimulée	 par	 les	 protéines	 de	 régulation	 GAP	 (GTPase-Activating	 Protein)	 (Schéma	 4).	
L’activation	des	protéines	RAS	mène	à	l’activation	et	au	recrutement	des	kinases	RAF	(ARAF,	BRAF,	
CRAF).	 Les	protéines	RAF	phosphorylent	 les	kinases	à	double	spécificité	MEK1/2	qui	elles	 sont	
responsables	de	la	phosphorylation	et	de	l’activation	des	sérine/thréonines	kinases	ERK1/2.	Cela	
va	entraîner	la	translocation	des	ERK	au	niveau	du	noyau	où	elles	phosphorylent	des	facteurs	de	
transcription	régularisant	l’expression	de	gènes	impliqués	dans	la	régulation,	principalement	de	
la	prolifération	et	de	la	survie	(Cargnello	2011).		
	
De	manière	 intéressante,	notre	groupe	a	déjà	rapporté	que	 les	 formes	actives	de	ERK1/2	sont	
principalement	retrouvées	dans	le	noyau	des	cellules	cryptales	de	l’épithélium	intestinal	humain	
(Aliaga	et	al.,	1999).	De	plus,	dans	des	cellules	épithéliales	intestinales	en	culture,	notre	groupe	a	
démontré	 que	 l’activation	 des	 ERK	 est	 nécessaire	 à	 l’entrée	 des	 cellules	 en	 phase	 S	 du	 cycle	
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cellulaire	 induite	par	 le	 facteur	de	 croissance	EGF	 (Rivard	et	al.,	 1999).	 L’activation	de	ERK1/2	
permet	aussi	l’induction	de	la	cycline	D1,	de	c-myc	(Hollenhorst	et	al.,	2011	;	Murphy	&	Blenis,	
2006)	et	la	translocation	nucléaire	du	facteur	de	transcription	E2F4	(Garneau	et	al.,	2009,	Paquin	
et	al.,	2013).	Finalement,	une	forte	augmentation	de	la	prolifération	cellulaire	a	été	observée	chez	
les	 souris	 exprimant	 une	 forme	 constitutive	 active	 de	 RAS	 (KRasG12D)	 dans	 les	 cellules	
épithéliales	intestinales	(Feng	et	al.,	2011).	Pris	ensemble,	ces	résultats	indiquent	que	l’activation	
de	 la	signalisation	ERK	est	nécessaire	à	 la	prolifération	des	cellules	épithéliales	 intestinales.	Le	
laboratoire	 de	 la	 Pre	 Rivard	 a	 également	 démontré	 que	 l’inhibition	 des	 kinases	 ERK1/2	 était	
nécessaire	 à	 l’inhibition	 de	 la	 prolifération	 et	 à	 l’induction	 de	 la	 différenciation	 des	 cellules	
déterminées	à	se	différencier	en	entérocytes	(Aliaga	et	al.,	1999	;	Lemieux	et	al.,	2011).	
	
	
	
Schéma	4	:	Activation	et	inactivation	de	la	protéine	RAS		
L'entrée	 dans	 un	 cycle	 cellulaire	 se	 produit	 lorsque	 la	 cellule	 est	 exposée	 aux	mitogènes.	 Cet	
événement	 active	 les	 domaines	 kinasiques	 des	 récepteurs,	 provoquant	 la	 phosphorylation	 de	
plusieurs	 résidus	 sur	 tyrosine	 générant	 ainsi	 de	 nouveaux	 sites	 de	 liaison	 qui	 recrutent	 des	
protéines	de	signalisation	intracellulaires	comme	Grb2,	qui	se	lie	ensuite	la	protéine	SOS.	Ras	peut	
exister	dans	un	état	 inactif	 lié	au	GDP	ou	dans	un	état	actif	 lié	au	GTP.	Ras	favorise	 la	division	
cellulaire	par	la	stimulation	d'une	cascade	de	MAP	kinase.	La	première	kinase	de	cette	cascade,	
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Raf,	est	activée	au	niveau	de	la	membrane	cellulaire	en	se	liant	à	Ras	activé.	Raf	phosphoryle	et	
active	la	deuxième	kinase,	MEK,	qui	active	alors	la	troisième	kinase,	ERK	(MAP	kinase).	ERK	relaye	
le	signal	mitogène	vers	 le	noyau,	où	il	phosphoryle	de	multiples	cibles,	y	compris	 les	protéines	
régulatrices	 de	 gènes	 qui	 sont	 activées	 par	 la	 phosphorylation	 et	 induisent	 l'expression	 d'un	
ensemble	de	gènes	qui	sont	appelés	les	gènes	précoces	immédiats	(Tirée	de	Balajthy	et	al.,	2011	
avec	autorisation).		
2.3	La	voie	de	signalisation	Notch	
	
La	signalisation	Notch	est	induite	par	la	liaison	d’un	ligand	de	la	famille	Delta-Like	ou	bien	Jagged.	
Il	y	a	donc	interaction	entre	un	récepteur	(Notch)	présent	sur	la	cellule	réceptrice	et	les	ligands	de	
la	 cellule	 émettrice.	 En	 effet,	 les	 ligands	 Notch	 sont	 transmembranaires.	 L’interaction	 d’un	
récepteur	Notch	avec	un	ligand	entraîne	un	premier	clivage	qui	est	fait	par	une	métalloprotéase	
de	la	famille	ADAM	(a	disintegrin	and	metalloproteinase	domain-containing	protein).		Par	la	suite,	
il	y	a	aura	un	deuxième	clivage	qui	sera	exercé	par	une	γ-sécrétase.	Ce	clivage	permettra	de	libérer	
la	partie	intracellulaire	du	récepteur	Notch,	NICD	(Notch	intracellular	domain).	Ce	peptide	peut	
alors	 transloquer	 au	 noyau	 et	 interagir	 avec	 RBPJ	 (recombining	 binding	 protein	 suppressor	 of	
hairless)	et	son	co-activateur	Mastermind	(Schéma	5).	La	famille	de	gènes	activés	par	la	voie	Notch	
la	plus	connue	est	la	famille	Hes	(Hairy	enhancer	of	split).	La	famille	Hes	est	composée	Hes1,	Hes5	
et	Hes7	qui	sont	des	répresseurs	transcriptionnels	(Fischer	et	Gessler,	2007).	
	
Dans	 l’épithélium	 intestinal,	 la	 voie	 de	 signalisation	 Notch	 joue	 un	 rôle	 important	 dans	 la	
prolifération	 des	 cellules	 souches	 et	 dans	 la	 différenciation	 des	 cellules	 absorbantes.	 Il	 a	 été	
démontré	que	la	voie	de	Notch	est	impliquée	dans	le	maintien	du	compartiment	prolifératif	et	est	
très	active	dans	les	cellules	souches	de	l'épithélium	intestinal	(Van	DEN	et	al.,	2001).	L'inhibition	
de	la	signalisation	de	Notch	chez	la	souris	par	l'inhibition	de	la	γ-sécrétase,	entraîne	un	arrêt	de	la	
prolifération	 et	 l’induction	 de	 la	 différenciation	 en	 cellules	 sécrétrices	 (Van	 ES	 et	 al.,	 2005).	
Inversement,	l'activation	constitutive	de	Notch	cause	la	perte	des	cellules	sécrétrices	ainsi	qu'une	
augmentation	 de	 la	 prolifération	 cellulaire	 (Fre	 et	 al.,	 2005).	 De	 plus,	 Notch	 promeut	 la	
différenciation	des	cellules	absorbantes	via	les	facteurs	HES	qui	inhibent	l’expression	de	Math1,	
un	facteur	nécessaire	à	la	différenciation	des	cellules	de	la	lignée	sécrétrice	(Sancho	et	al.,	2015).	
Ainsi,	 la	 voie	 de	 signalisation	 de	 Notch	 est	 impliquée	 dans	 la	 régulation	 des	 processus	 de	
prolifération/différenciation	et	de	détermination	des	cellules	de	l'épithélium	intestinal.		
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du	complexe	de	dégradation,	ce	qui	résulte	en	la	stabilisation	subséquente	de	la	b-caténine.	La	
présence	constitutive	de	hauts	niveaux	de	b-caténine	mène	à	une	hyperprolifération	cellulaire	et	
à	la	formation	d’adénomes.	Une	autre	forme	de	cancer	colorectal	héréditaire	est	le	syndrome	de	
Lynch	qui	est	un	syndrome	de	transmission	autosomale	dominante	due	à	une	mutation	d’un	des	
gènes	du	système	de	réparation	de	l’ADN	(Mismatch	repair)	principalement	MLH1	(MutL	homolog	
1),	MSH2	(mutS	protein	homolog	2),	MSH6	(mutS	homolog	6)	et	PMS2	(Postmeiotic	Segregation	
Increased	2)	(Lynch	et	de	la	Chapelle,	2003	;	Arnold	et	al.,	2005).	
	
3.1	Cancer	colorectal	sporadique	
La	 formation	 d’un	 cancer	 colorectal	 sporadique	 débute	 par	 une	 première	 transformation	
histologique	de	 l’épithélium	en	foyers	de	cryptes	aberrantes	et	en	adénomes.	Par	 la	suite,	ces	
adénomes	peuvent	continuer	de	se	développer	et	évoluer	en	adénocarcinomes	puis	ultimement	
en	 adénocarcinomes	 invasifs	 menant	 à	 des	 métastases.	 Trois	 voies	 moléculaires	 principales	
menant	 au	 développement	 d’un	 cancer	 colorectal	 ont	 été	 décrites	 :	 1-	 L’instabilité	 des	
microsatellites	 (MSI),	 2-	 l’instabilité	 chromosomique	 (CIN)	 et	 3-	 la	 méthylation	 des	 îlots	 CpG	
(CIMP)	(Pino	et	Chung,	2010)	(Schéma	6).	
	
Schéma	6	:	Schéma	de	la	cascade	de	carcinogénèse	
La	 carcinogénèse	 colorectale	 implique	 la	 transformation	 de	 l’épithélium	 en	 adénomes	 qui	 est	
associée	à	la	perte	de	fonction	d’APC.	Par	la	suite,	la	mutation	dans	l’oncogène	KRAS	favorise	le	
développement	 de	 ces	 adénomes	 en	 adénomes	 intermédiaires	 qui	 pourront	 évoluer	 en			
carcinomes	suite	aux	mutations	dans	les	gènes	suppresseurs	de	tumeurs	SMAD4	et	TP53	(Tirée	
de	Walther	et	al.,	2009	avec	autorisation).	
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Trois	 voies	moléculaires	principales	menant	 au	développement	d’un	 cancer	 colorectal	 ont	été	
décrites	:	la	voie	de	l’instabilité	des	microsatellites	(MSI),	la	voie	de	l’instabilité	chromosomique	
(CIN)	 et	 la	 voie	 de	 la	méthylation	 des	 îlots	 CpG	 (CIMP)	 (Tirée	 de	Mundade	 et	 al.,	 2014	 avec	
autorisation).	
4.	Le	cycle	cellulaire	
	
Comme	 l’ensemble	 du	 tissu	 intestinal	 se	 renouvelle	 continuellement,	 cela	 implique	 un	 grand	
nombre	 de	 divisions	 cellulaires	 et	 donc,	 un	 risque	 non	 négligeable	 de	 voir	 apparaître	 des	
altérations	génétiques.	Cette	rapidité	du	renouvellement	du	tissu	intestinal	ainsi	que	l’exposition	
aux	substances	toxiques,	par	l’alimentation	notamment,	pourraient	expliquer	la	fréquence	élevée	
du	cancer	colorectal.	 Le	cancer	colorectal	origine	donc,	au	départ,	d’une	perte	de	contrôle	du	
cycle	cellulaire.		
	4.1	Les	phases	du	cycle	cellulaire	
	
Le	cycle	cellulaire	se	divise	en	phases	soit	 les	phases	G0	(G	pour	GAP),	G1,	S	 (S	pour	synthèse	
ADN),	G2	et	M	(M	pour	Mitose).	La	phase	G0	constitue	une	phase	de	quiescence	cellulaire.	Pour	
que	les	cellules	quittent	la	quiescence	cellulaire	celles-ci	doivent	recevoir	des	signaux	des	facteurs	
de	croissance	pour	pouvoir	entrer	dans	le	cycle	cellulaire.	C’est	à	ce	moment	qu’elles	entrent	en	
phase	G1.	Lors	de	la	phase	G1,	les	cellules	doublent	leur	contenu	protéique,	ce	qui	leur	permet	
d’entrer	par	la	suite	en	phase	S	durant	laquelle	elles	vont	répliquer	leur	ADN.	Une	fois	la	phase	S	
complétée,	les	cellules	vont	entrer	en	phase	G2,	une	phase	de	préparation	à	la	mitose	et	pendant	
laquelle	on	observe	une	condensation	de	la	chromatine	en	chromosomes.	Finalement,	les	cellules	
poursuivent	en	phase	M	qui	est	 la	phase	de	la	division	cellulaire.	Dans	cette	phase,	 il	y	a	aussi	
alignement	des	chromosomes	sur	la	plaque	équatoriale	et	leur	séparation	(Alberts	et	al.,	2014)	
(Schéma	8).	
4.2	La	progression	du	cycle	cellulaire	
	
Deux	 familles	principales	régulent	 la	progression	du	cycle	cellulaire	 :	 les	cyclines	et	 les	kinases	
dépendantes	des	cyclines	 (CDK)	 (Alberts	et	al.,	2014).	 L’assemblage	coordonné	des	complexes	
cycline/CDK	va	conditionner	la	progression	des	différentes	phases	du	cycle	cellulaire.	
Donc,	en	réponses	à	une	stimulation	par	les	facteurs	de	croissances,	les	cellules	vont	quitter	la	
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quiescence	cellulaire	et	entrer	en	phase	G1.	Un	des	premiers	marqueurs	du	cycle	cellulaire	qui	est	
induit	est	la	cycline	D1.	La	hausse	d’expression	de	la	cycline	D1	va	lui	permettre	de	se	lier	à	CDK4	
et/ou	 CDK6.	 Après	 phosphorylation,	 ces	 complexes	 cycline	 D/CDK4	 et	 cycline	 D/CDK6	 vont	
phosphoryler	pRb,	ce	qui	va	permettre	la	libération	des	facteurs	de	transcription	E2F,	des	facteurs	
nécessaires	à	 l’expression	de	protéines	nécessaires	à	 la	 réplication	de	 l’ADN	 (Sherr,	 1996).	De	
façon	concomitante,	l’expression	de	l’inhibiteur	p27,	élevée	pendant	la	quiescence,	chute	due	à	
sa	dégradation	dans	le	protéasome.	Cette	diminution	de	p27	facilite	l’activation	des	complexes	
cycline	D/CDK4	et	cycline	D/CDK6,	puis	du	complexe	cycline	D/CDK2,	nécessaire	à	la	progression	
de	la	phase	S	(Harbour	et	al.,	1999).	
	
Schéma	8	:	Représentation	du	cycle	cellulaire	et	de	ses	protéines	régulatrices	
La	 progression	 de	 chacune	 des	 phases	 du	 cycle	 cellulaire	 est	 dépendante	 de	 l’activation	 de	
complexes	cycline/CDK	spécifiques,	contrôlée	principalement	par	l’expression	des	cyclines	à	des	
moments	précis	du	cycle.	L’activation	des	complexes	cycline/CDK	est	aussi	finement	régulée	par	
des	protéines	inhibitrices	appelées	inhibiteurs	du	cycle	cellulaire	appartenant	à	deux	familles	:	la	
famille	 INK	 (inhibitory	 kinase)	 comprenant	 p15,	 p16,	 p18	 et	 p19	 et	 la	 famille	 Cip/Kip	 (CDK	
inhibitory	protein/kinase	inhibitory	protein)	comprenant	p21,	p27	et	p57	(Tirée	de	Santos	et	al.,	
2015	;	Alberts	et	al.,	2014	avec	autorisation).	
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4.3	La	sénescence	cellulaire	
	
En	1961,	Hayflick	a	été	l’un	des	premiers	à	démontrer	le	phénomène	de	senescence.	Il	l’a	observé	
in	vitro	sur	des	cellules	en	culture	suite	à	un	certain	nombre	de	divisions	(Evan	et	al.,	2009).	Ce	
qu’il	a	observé	en	fait,	c’est	la	senescence	dite	réplicative,	c’est-à-dire	un	état	cellulaire	que	les	
cellules	atteignent	après	un	nombre	maximal	de	divisions	cellulaires.	La	sénescence	réplicative	
est	observée	lors	du	vieillissement,	puisque	les	télomères	vont	se	raccourcir	au	fur	et	à	mesure	
des	divisions	cellulaires.	À	chaque	division,	il	y	a	une	diminution	de	la	longueur	des	télomères	aux	
extrémité	des	chromosomes.	Lorsqu’ils	sont	très	courts,	 la	cellule	va	percevoir	cela	comme	un	
stress	similaire	à	celui	des	dommages	à	 l’ADN,	ce	qui	va	entraîner	une	signalisation	spécifique	
impliquant	 les	kinases	ATM/ATR.	L’activation	de	ces	kinases	mène	à	 la	phosphorylation	et	à	 la	
stabilisation	de	p53.	p53	est	un	facteur	de	transcription	qui	augmente	l’expression	de	plusieurs	
gènes	 dont	 p21,	 un	 inhibiteur	 du	 cycle	 cellulaire	 capable	 de	 lier	 et	 d’inhiber	 la	 plupart	 des	
complexes	cycline/CDK	et	donc,	la	progression	du	cycle	cellulaire	(Campisi	et	al.,	2007	;	Nardella	
et	 al.,	 2011).Une	 deuxième	 voie	 est	 aussi	 impliquée	 dans	 la	 sénescence	 réplicative	 soit	 celle	
dépendante	de	l’augmentation	de	p16	(INK4),	un	inhibiteur	du	cycle	cellulaire	capable	de	bloquer	
CDK4	 et	 CDK6,	 associées	 aux	 cyclines	 D.	 Quand	 ces	 kinases	 sont	 inhibées,	 il	 n’y	 a	 plus	 de	
phosphorylation	 du	 rétinoblastome	 (Rb)	 ce	 qui	 inhibe	 le	 cycle	 cellulaire	 en	 phase	 G0/G1.	
L’augmentation	d’expression	concomitante	de	plusieurs	inhibiteurs	du	cycle	cellulaire	verrouille	
donc	 le	cycle	cellulaire	et	provoque	l’entrée	en	sénescence	(Nardella	et	al.,	2011).	À	noter,	 les	
cellules	 sénescentes	 ne	 sont	 pas	 des	 cellules	 mortes	 mais	 sont	 métaboliquement	 actives	 et	
peuvent	survivre	longtemps.		
	
La	 sénescence	 a	 été	 considérée	 comme	 une	 barrière	 physiologique	 contre	 l'initiation	 et	 la	
progression	tumorale.	En	effet,	elle	peut	être	aussi	déclenchée	par	l'activation	d'oncogènes	ou	la	
perte	de	gènes	suppresseurs	de	tumeurs	(Qian	et	al.,	2010)	dans	un	processus	appelé	sénescence	
oncogénique	(Collado	et	al.,	2006)	ou	bien	elle	peut	être	activée	par	des	dommages	à	l’ADN	ou	
un	stress	oxydatif	prolongé	(Nardella	et	al.,	2011	;	Meng	et	al.,	2015)	(Schéma	9).		
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Schéma	9	:	Inducteurs	de	la	sénescence		
La	 sénescence	 cellulaire	 peut	 être	 induite	 par	 le	 raccourcissement	 des	 télomères,	 suite	 à	
l’expression	d’oncogènes,	 suite	à	des	dommages	à	 l’ADN,	 suite	à	un	stress	oxydatif	ou	suite	à	
l’exposition	 à	 certaines	 drogues	 comme	 la	 chimiothérapie	 (Tirée	 de	 Collado	 et	 al.,	 2006	 avec	
autorisation).	
	
Plusieurs	études	ont	étudié	les	mécanismes	moléculaires	responsables	de	l’induction	de	ces	types	
de	sénescence.	Les	protéines	suppressives	de	tumeurs	p53	et	la	protéine	du	rétinoblastome	(pRb)	
(Schéma	 10)	 ont	 été	 identifiées	 comme	 des	 facteurs	 clés	 de	 l’induction	 de	 ces	 types	 de	
sénescence.	 Lors	 d’une	 stimulation	 oncogénique,	 l’expression	 de	 la	 protéine	 ARF	 est	 alors	
augmentée	(via	c-MYC	ou	E2F1	notamment)	(Abida	et	al.,	2008	;	Gu	et	al.,	2008).	ARF	se	lie	alors	
à	Mdm2	(mouse	double	minute	2),	ce	qui	 libère	p53	et	permet	de	 le	stabiliser	 (Campisi	et	al.,	
2007	 ;	Collado	et	al.,	2007).	p53	active	alors	 l’expression	de	 ses	gènes	cibles	dont	p21,	 ce	qui	
provoque	 l’arrêt	 du	 cycle	 cellulaire.	 Dans	 certaines	 situations,	 c’est	 la	 voie	 de	 pRb	 qui	 est	
particulièrement	 stimulée	 via	 l’augmentation	 d’expression	 de	 la	 protéine	 p16.	 Cette	
augmentation	 fait	 en	 sorte	 qu’il	 y	 a	 diminution	 de	 l’activité	 des	 CDK4	 et	 CDK6	 conduisant	
conséquemment	 à	 une	 diminution	 de	 la	 phosphorylation	 de	 pRb	 et	 donc	 à	 une	 baisse	 de	 la	
libération	des	E2F,	ce	qui	contribue	à	l’inhibition	du	cycle	cellulaire	(Campisi	et	al.,	2007).		
D’un	point	de	 vue	 signalisation,	 il	 est	 bien	 connu	que	 l’expression	de	 l’oncogène	RAS	mène	à	
l’hyperprolifération	 via	 l’activation	 des	 kinases	 ERK.	 Cette	 hyperprolifération	 provoque	
l’augmentation	de	la	production	de	ROS	qui	sont	des	dérivés	réactifs	d’oxygène.	Une	production	
très	élevée	et	incontrôlée	des	ROS	cause	des	dommages	à	l’ADN.	L’accumulation	de	dommages	à	
l’ADN	résulte	en	 l’activation	des	kinases	ATM/ATR,	ce	qui	mène	à	 la	phosphorylation	puis	à	 la	
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stabilisation	de	p53	et	à	l’augmentation	de	p21	entraînant	un	arrêt	du	cycle	cellulaire.	En	parallèle,	
une	autre	voie	est	souvent	activée	soit	celle	impliquant	la	phosphorylation	de	ETS2,	un	facteur	de	
transcription	 qui	 augmente	 l’expression	 p16,	 ce	 qui	 bloque	 CDK4	 et	 CDK6	 et	 donc	 la	
phosphorylation	de	pRb.	Cette	sénescence	prématurée	permet	de	protéger	les	cellules	normales	
contre	 un	 stress	 oncogénique	 et	 représente	 donc	 une	 barrière	 à	 la	 transformation	 cellulaire	
(Nardella	et	al.,	2011).	
	
Schéma	10	:	Voies	classiques	menant	à	la	sénescence	cellulaire	
La	sénescence	cellulaire	peut-être	induite	par	l’activation	de	deux	voies	soient	celle	de	p53	et	celle	
de	p16/pRb	(Tirée	de	Campisi	et	al.,	2007	avec	autorisation).	
Les	cellules	sénescences	acquièrent	souvent	un	phénotype	dit	sécrétoire	(senescence	associated	
secretory	phenotype	ou	SASP)	car	elles	sécrètent	plusieurs	facteurs	comme	des	cytokines	(IL-6	et	
IL-8	le	plus	souvent)	dans	le	milieu	extracellulaire,	modifiant	ainsi	leur	environnement	(Demaria	
et	al.,	2017).	Le	SASP	agit	de	façon	autocrine,	puisqu’il	renforce	l’état	sénescent	de	la	cellule	;	de	
plus,	il	agit	aussi	de	manière	paracrine	en	stimulant	une	réponse	inflammatoire	et/ou	migratoire.	
Le	 SASP	 se	 développe	 tranquillement	 sur	 une	 plus	 longue	 période	 de	 temps.	 Récemment,	
l’activation	 du	 facteur	 de	 transcription	 GATA4	 a	 été	 décrite	 pour	 réguler	 le	 SASP	 et	 ce	 via	
l’activation	du	NFkB	(Kang	et	al.,	2015).	
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Les	 cellules	 sénescentes	 acquièrent	 également	 certaines	 caractéristiques	 phénotypiques	 telles	
qu’une	 augmentation	 du	 volume	 cellulaire	 et	 nucléaire,	 une	 modification	 de	 l'organisation	
nucléaire	 (morphologie	plate,	hétérochromatine	 réarrangée),	une	accumulation	de	 lysosomes,	
une	altération	de	la	fonction	autophagique,	une	augmentation	de	la	quantité́	de	mitochondries,	
une	altération	du	cytosquelette	ainsi	qu’une	modification	du	profil	d'expression	de	certains	gènes	
atypiques	comme	celui	de	la	β-galactosidase	acide	lysosomale	(pH=6).	Le	marquage	de	cette	β-
galactosidase	est	d’ailleurs	utilisé	 couramment	en	 laboratoire	pour	détecter	et	dénombrer	 les	
cellules	sénescentes	(Salama	et	al.,	2014)	(Schéma	11).	
	
Schéma	11	:	Caractéristiques	des	cellules	sénescentes	
Les	cellules	sénescences	se	distinguent	des	cellules	saines	de	plusieurs	façons	:	par	exemple,	par	
l’augmentation	de	la	protéine	p16,	de	la	β-galactosidase	lysosomale,	de	la	sécrétion	de	cytokines	
pro-inflammatoires	 ou	 bien	 par	 un	 blocage	 de	 la	 prolifération	 (Tirée	 de	 He	 et	 al.,	 2017	 avec	
autorisation).	
	
	
Schéma	12	:	Détection	de	l’expression	de	la	b-Galactosidase	associée	à	la	sénescence	cellulaire	
La	β-D-galactosidase	acide	est	une	hydrolase	eucariotiqiue	localisée	dans	les	lysosomes	dont	le	
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rôle	 est	 d'hydrolyser	 des	 β-D-galactoses,	 libérant	 la	 partie	 indolique.	 La	 partie	 indolique	 par	
oxydation	forme	ensuite	un	composé	bleu	insoluble	dans	l’eau.	Des	ions	K+	ainsi	que	des	ions	Mg2+	
sont	nécessaires	pour	obtenir	une	action	optimale	de	l'enzyme.	La	liaison	covalente	au	substrat	
se	fait	par	le	groupe	carboxyl	terminal	de	la	chaîne	latérale	d'un	acide	glutamique	(Tirée	de	Dimri	
et	al.,	1995	;	Lee	et	al.,	2006	avec	autorisation).	
Un	autre	moyen	de	détecter	la	sénescence	est	par	le	suivi	des	modifications	chromatiniennes.	Ce	
sont	des	modifications	épigénétiques	qui	vont	entraîner	la	réorganisation	de	la	chromatine.	Cette	
réorganisation	va	apporter	un	changement	de	la	composition	des	histones.	Il	va	y	avoir	formation	
de	 foyers	 d’hétérochromatine	 (SAHF)	 qui	 est	 une	 structure	 formée	 de	 nombreuses	 protéines	
signalant	les	lésions	de	l’ADN.	De	plus,	la	perte	de	la	lamine	B1	est	aussi	observée	dans	les	cellules	
sénescentes	ce	qui	constitue	aussi	événement	clé	de	la	réorganisation	de	la	chromatine	pendant	
la	sénescence	cellulaire	(Salama	et	al.,	2014).	
D’autres	 gènes	 sont	 impliqués	 dans	 la	 sénescence.	 Tout	 d’abord,	 le	 gène	 de	 la	 leucémie	
promyélocytaire	(PML),	un	gène	suppresseur	de	tumeur.	Ce	gène	code	pour	une	phosphoprotéine	
nucléaire	qui	a	été	identifiée	chez	les	patients	atteints	de	leucémie	promyélocytaire	aiguë	(APL).	
Le	 niveau	 de	 PML	 est	 augmenté	 lors	 de	 la	 sénescence	 réplicative	 oncogénique	 induite	 par	
l’oncogène	Ras.	La	surexpression	de	la	PML	est	d’ailleurs	suffisante	pour	induire	une	sénescence	
prématurée	via	l’activation	de	p53,	due	à	son	acétylation	sur	la	Lys-382	et	sa	phosphorylation	sur	
les	 sérines	15	et	46.	De	plus,	PML	est	 capable	d'augmenter	 la	 stabilité	de	p53	en	 séquestrant	
Mdm2.	Paradoxalement,	PML	est	une	cible	directe	de	p53	et	fonctionne	comme	un	effecteur	pour	
les	activités	p53.	En	réponse	à	une	activation	oncogénique	et	aux	dommages	à	l'ADN,	l'induction	
de	 PML	 dépend	 donc	 de	 p53.	 Ainsi,	 PML	 et	 p53	 forment	 une	 boucle	 de	 rétroaction	 positive	
contribuant	 à	 la	 sénescence	 cellulaire	 (Qian	 &	 Chen	 2010).	 Ce	 gène	 est	 aussi	 impliqué	 dans	
l’apoptose	en	induisant	l'activation	de	la	caspase	3	et	de	plusieurs	voies	apoptotiques	en	réponse	
à	divers	stimuli	comme	l'irradiation,	le	TNFα,	l’activation	de	Fas,	l'interféron	de	type	I	et	II	(INFs)	
et	les	céramides.	L’apoptose	induite	en	réponse	à	l’irradiation	et	l'activation	de	Fas	est	atténuée	
chez	les	souris	et	cellules	knock-out	pour	Pml,	ce	qui	indique	que	l'activation	médiée	par	Pml	de	
la	 caspase	3	est	essentielle	pour	 l'apoptose.	Cependant,	PML	peut	également	 recruter	BAX	et	
p27KIP1	aux	PML-NB	et	ainsi	médier	l'apoptose	indépendamment	de	l'activation	de	la	caspase	3.	
En	 résumé,	 la	 PML	médie	 l'apoptose	 via	 les	 deux	 voies	 dépendantes	 et	 indépendantes	 de	 la	
caspase	3	(Quignon,	1998	et	Wang	1998).		
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Schéma	13	:	Conformations	de	la	protéine	tyrosine	phosphatase	SHP-2	
À	 l'état	 basal,	 SHP-2	 se	 retrouve	 dans	 une	 conformation	 inactive,	 c'est-à-dire	 qu'il	 y	 a	 une	
interaction	 entre	 le	 domaine	 N-SH2	 et	 le	 domaine	 phosphatasique	 bloquant	 ainsi	 l'accès	 des	
substrats	au	site	actif.	La	liaison	de	protéines	phosphorylées	sur	tyrosine	avec	le	domaine	N-SH2	
entraîne	un	changement	de	conformation	levant	l'interaction	intramoléculaire	entre	le	domaine	
N-SH2	et	 le	domaine	phosphatasique.	La	phosphatase	se	retrouve	donc	sous	une	forme	active	
(Tirée	de	Qiu	et	al.,	2014	avec	autorisation).	
5.2	Signalisation	régulée	par	SHP-2	
	
SHP-2	 est	 une	 protéine	 connue	 pour	 réguler	 de	 manière	 positive	 et	 négative	 des	 voies	 de	
signalisation	 intracellulaire	 importantes	dans	 la	cellule.	Par	exemple,	 le	niveau	d’activation	des	
voies	RAS/ERK,	JAK/STAT	et	PI3K/AKT	en	réponse	aux	facteurs	de	croissance	ou	aux	cytokines	est	
souvent	contrôlé	par	SHP-2	(Araki	et	al.,	2003	;	Tajan	et	al.,	2015	;	Coulombe	et	al.,	2016).	De	plus,	
cette	phosphatase	peut	 réguler	de	deux	manières	différentes	 la	 signalisation	cellulaire	 soit	en	
déphosphorylant	sur	tyrosine	ses	effecteurs	ou	bien	en	agissant	comme	une	protéine	adaptatrice	
via	un	domaine	SH2	(Araki	et	al.,	2003).		
5.2.1	Voie	de	RAS/ERK	
	
Une	des	principales	voies	de	signalisation	régulées	par	SHP-2	est	la	voie	RAS/ERK.	La	régulation	
faite	par	SHP-2	dans	cette	voie	est	qu’elle	va	déphosphoryler	des	effecteurs	spécifiques	de	cette	
voie.	Par	exemple,	SHP-2	peut	déphosphoryler	la	tyrosine	responsable	de	la	liaison	de	la	protéine	
RASGAP	 sur	 les	 récepteurs	 tyrosines	 kinases	 ou	 sur	 la	 protéine	 adaptatrice	 Gab1	 inhibant	 le	
recrutement	p120RasGAP,	une	protéine	qui	active	l’activité	GTPasique	de	RAS	(Dance,	2007).	Les	
effecteurs	 en	 aval,	 notamment	 les	 kinases	 RAF/MEK/ERK1/2	 sont	 alors	 activées	 et	 pourront	
moduler	 divers	 processus	 cellulaires	 comme	 la	 prolifération	 et	 la	migration	 (Coulombe	 et	 al.,	
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2015)	 (Schéma	 14).	 D’autres	 cibles	 de	 SHP-2	 capables	 de	 moduler	 la	 voie	 ERK	 ont	 aussi	 été	
démontrées	dans	des	contextes	cellulaires	spécifiques	:	les	protéines	Sprouty	chez	la	drosophile,	
la	protéine	d’échafaudage	 IRS-1	dans	 les	 cellules	 vasculaires	et	 les	 adapteurs	Gab1/2	dans	 les	
lymphocytes	(Saimond	et	Alexander,	2006).	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Schéma	 14	 :	 Régulation	 de	 la	 voie	 de	 signalisation	 RAS/ERK	 et	 de	 la	 voie	 de	 signalisation	
JAK/STAT	par	SHP-2.	
SHP-2	est	capable	d’inhiber	l’activation	de	la	voie	JAK/STAT	en	déphosphorylant	directement	soit	
les	kinases	JAK	ou	les	facteurs	de	transcription	STAT	suite	à	la	liaison	des	cytokines	aux	récepteurs	
et	 SHP-2	 pourrait	 réguler	 positivement	 l'activation	 des	 voies	 ERK	 Ras	 (Tirée	 de	 Salmond	 and	
Alexander,	2006	avec	autorisation).	
5.2.2	Voie	de	JAK/STAT	
	
Les	 protéines	 STAT	 (Signal	 transducers	 and	 activators	 of	 transcription)	 peuvent	 être	 soit	 des	
transmetteurs	du	signal	ou	des	activateurs	transcriptionnels.	Leurs	signaux	d’activation	sont	des	
cytokines	 qui	 se	 lient	 à	 leurs	 récepteurs,	 ce	 qui	 entraîne	 leur	 dimérisation	 et	 l’activation	 des	
kinases	JAK.	Ces	kinases	phosphorylent	alors	les	protéines	STAT	provoquant	leur	dimérisation	et	
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leur	translocation	nucléaire.	Une	fois	au	noyau,	elles	stimulent	 la	transcription	de	gènes	cibles	
associées	à	 la	prolifération,	à	 la	survie	et/ou	à	 la	 réponse	pro-inflammatoire	 (Coulombe	et	al.,	
2015).	 Dans	 certains	 contextes,	 la	 phosphatase	 SHP-2	 inhibe	 la	 signalisation	 JAK/STAT	 en	
déphosphorylant	 les	STAT	comme	lors	de	la	réponse	à	l’interféron	alpha	et	gamma	(You	et	al.,	
1999).	 De	 plus,	 SHP-2	 semble	 aussi	 réguler	 négativement	 la	 voie	 JAK/STAT3	 dans	 les	 cellules	
épithéliales	intestinales	stimulées	par	l’IL-6	(Coulombe	et	al.,	2013)	(Figure	15).	
	
5.3	Les	pathologies	associées	à	la	tyrosine	phosphatase	SHP-2	
	
De	 manière	 intéressante,	 le	 gène	 encodant	 SHP-2,	 PTPN11,	 présente	 des	 mutations	 dans	
certaines	maladies	humaines,	ce	qui	suggère	un	rôle	important	pour	cette	phosphatase	dans	le	
développement	de	ces	pathologies.	Toutes	les	mutations	se	retrouvent	dans	la	partie	N-SH2	et	
dans	 le	 domaine	 phosphatase	 de	 sorte	 que	 l'activité́	 de	 SHP-2	 n'est	 plus	 régulée	 par	 son	
mécanisme	d'auto-inhibition	 ;	ce	sont	donc	des	mutations	de	type	gain-de-fonction	et	 les	plus	
connues	sont	 les	mutations	activatrices	E76G	et	E76K	qui	causent	aussi	 la	plus	forte	activation	
phosphatasique.	(Zhang	et	al.,	2015	;	Tartaglia	et	al.,	2001	;	Tartaglia	et	al.,	2004).		
	
5.3.1	Syndrome	de	Noonan	
Le	syndrome	de	Noonan	est	une	maladie	d’origine	génétique	avec	une	transmission	autosomale	
dominante	et	caractérisée	par	des	problèmes	de	développement	(Turner,	2014).	Chez	les	patients	
souffrant	de	ce	syndrome,	ce	sont	des	mutations	activatrices	de	SHP-2	qui	ont	été	 retrouvées	
(Tartaglia	et	al.,	2001).	Ces	mutations	entraînent	une	augmentation	variable	(suivant	la	mutation)	
de	l'activité	phosphatase,	prolongeant	le	signal	ERK	ce	qui	amène	l’hyperprolifération	cellulaire,	
l’hypertrophie	tissulaire	et	les	problèmes	développementaux	observés	chez	ces	patients	(Roberts	
et	al.,	2013).	
5.3.2	Leucémie	et	autres	cancers	
Le	gène	PTPN11	est	aussi	muté	dans	plusieurs	types	de	cancers	comme	les	leucémies	et	d’autres	
cancers	solides.	Les	mutations	sont	le	plus	souvent	retrouvées	dans	le	domaine	N-SH2	et	dans	le	
domaine	phosphatasique	(Tartaglia	et	al.,	2003).	Par	exemple,	pour	les	tumeurs	solides,	il	peut	
s’agir	des	mélanomes,	des	neuroblastomes,	des	cancers	du	poumon	et	colorectal.	De	plus,	des	
polymorphismes	 dans	 l'exon	 3	 ainsi	 que	 dans	 les	 introns	 4,	 7	 et	 9	 du	 gène	 PTPN11	 ont	 été́	
rapportés	dans	d’autres	cancers	;	toutefois	l'impact	de	ces	variantes	génétiques	n’est	pas	connu	
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(Bentires-Alj	et	al.,	2004)	(Schéma	15).	
	
	
Schéma	15	:	Mutations	dans	le	gène	PTPN11	
Liste	 des	 mutations	 activatrices	 retrouvées	 dans	 le	 gène	 PTPN11	 dans	 plusieurs	 formes	 de	
leucémies	et	d’autres	cancers	solides	(Tirée	de	Bentires-Alj	et	al.,	2004	avec	autorisation).	
SHP-2	 est	 reconnue	 comme	 un	 facteur	 crucial	 pour	 le	 développement	 des	 leucémies.	 Les	
leucémies	 sont	 des	 cancers	 qui	 touchent	 la	 moelle	 osseuse	 qui	 elle	 est	 responsable	 de	 la	
production	des	cellules	sanguines.	Dans	 les	 leucémies	myélomonocytaires	 juvéniles	 (JMML),	 la	
formation	des	cellules	myélomonocytaires	est	dérégulée	(Tartaglia	et	al.,	2003).	Dans	ce	type	de	
leucémie,	 on	 retrouve	 les	mutations	 D61Y	 et	 E76K	 dans	 le	 gène	PTPN11.	 Ces	mutations	 sont	
localisées	dans	le	domaine	N-SH2,	sur	des	résidus	interagissant	avec	le	domaine	PTP	(Tartaglia	et	
al.,	2003).	Dans	 la	 leucémie	 lymphoblastique	aigüe	et	 la	 leucémie	myéloïde	aigüe,	ce	sont	des	
mutations	somatiques	activatrices	de	PTPN11	qui	ont	été	caractérisées	(Tartaglia	et	al.,	2004).	Le	
rôle	déterminant	de	SHP-2	dans	le	développement	proprement	dit	des	leucémies	a	été	démontré	
chez	la	souris,	où	la	forme	mutante	D61G	a	été	exprimée	spécifiquement	dans	les	cellules	souches	
de	la	moëlle	osseuse	(Xu	et	al.,	2010).	Ces	souris	montrent	une	activation	importante	des	cellules	
souches	 hématopoïétiques	 causant	 des	 désordres	 myeloprolifératifs	 similaires	 à	 ceux	 qu’on	
observe	dans	les	leucémies.	
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augmentation	de	p53.	L’inhibition	pharmacologique	de	SHP-2	avec	le	GS493	chez	la	souris	portant	
des	tumeurs	mammaires	a	confirmé	ces	résultats.	Pris	ensemble,	cela	suggérait	que	l’inhibition	
de	SHP-2	induit	la	sénescence	cellulaire	dans	les	cellules	cancéreuses	du	sein	(Lan	et	al.,	2015).	
	
6.2	Glioblastome	
	
Le	glioblastome	est	une	tumeur	cérébrale	assez	fréquente	qui	touche	les	astrocytes	et	le	système	
nerveux	 central.	 Ces	 tumeurs	 surexpriment	 fréquemment	 un	 variant	 du	 récepteur	 de	 l’EGF	
(EGFRvIII).	Dans	 cet	 article,	 une	étude	a	déjà	 analysé	 l’activité	de	 SHP-2	et	de	ERK1/2	dans	 le	
glioblastome	primaire	et	dans	l’astrocytome	de	grade	II.	Les	auteurs	ont	observé	une	hausse	des	
activités	de	SHP-2	et	de	ERK1/2	dans	ces	tumeurs	comparativement	à	 la	marge	saine.	De	plus,	
l’inhibition	 d’expression	 de	 SHP-2	 dans	 deux	 lignées	 cellulaires	 de	 glioblastome	 amène	 un	
changement	de	morphologie	important	des	cellules.	En	effet,	les	cellules	étaient	devenues	plus	
larges	 et	 plates	 que	 les	 cellules	 transfectées	 avec	 un	 siARN	 contrôle.	 De	 plus,	 les	 cellules	
transfectées	avec	un	siARN	dirigé	contre	SHP-2	formaient	moins	de	colonies	en	agar	mou	que	les	
cellules	parentales	et	contrôles.	Finalement,	il	a	été	observé	que	l’inhibition	de	SHP-2	provoque	
finalement	 une	 entrée	 en	 sénescence	des	 cellules	 du	 glioblastome	 (Sturla,	 2011	 ;	 Zhan	et	 al.,	
2009).	
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7.	Hypothèse	de	recherche		
	
Pris	ensemble,	ces	résultats	m’ont	permis	de	formuler	l’hypothèse	de	mon	projet	de	recherche	
suivante	 :	 la	 protéine	 tyrosine	 phosphatase	 SHP-2	 promeut	 la	 tumorigénèse	 intestinale	 en	
inhibant	l’entrée	en	sénescence	cellulaire.	Nous	nous	sommes	fixés	comme	objectif	principal	de	
déterminer	 si	 l’inhibition	 de	 SHP-2	 induit	 la	 sénescence	 cellulaire	 et	 de	 caractériser	 les	
mécanismes	moléculaires	ou	sentiers	de	signalisation	impliqués.		
Pour	 les	sous-objectifs,	 le	premier	est	de	caractériser	 l’impact	de	 l’inactivation	de	SHP-2	sur	 le	
phénotype	 des	 cellules	 épithéliales	 intestinales	 humaines	 non-immortalisées	 (HIEC)	 ainsi	 que	
dans	 les	 cellules	 cancéreuses	 colorectales	 (HCT116,	 Caco2/15).	 L’impact	 sur	 la	 signalisation	
ERK/MAPK,	 le	 cycle	 cellulaire	 (incorporation	de	BrdU/phase	S)	 et	 la	 sénescence	 (morphologie,	
marquage	b-gal,	 voies	 p53	 et	 ARF/p16,	 dommages	 à	 l’ADN)	 sera	 particulièrement	 analysé.	 Le	
deuxième	 sous-objectif	 est	 d’analyser	 les	 rôles	 de	 SHP-2	 sur	 le	 développement	 (croissance,	
protrusions)	et	le	renouvellement	(incorporation	de	EdU/phase	S)	des	organoides	intestinaux	en	
culture	ex	vivo.	
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Matériel	et	Méthodes	
1.	Matériel	
1.1	Anticorps	et	molécules		
	
Les	 anticorps	 ciblant	 SHP-2	 (C-18,	 sc-280),	 p14	 (FL-132,	 sc-8340),	 p21	 (C-19,	 sc-397),	 la	
phosphorylation	de	H2AX	sur	la	sérine	139	(sc-101696),	Mdm2	(N-20,	sc-813),	p27	(C-19,	sc-528)	
et	 la	 forme	totale	de	ERK	(ERK2)	(C-14,	sc-154)	ont	été́	achetés	chez	Santa	Cruz	Biotechnology	
(Santa	Cruz,	CA,	É-U).	L’anticorps	contre	l’actine	(MAB1501R)	a	été́	acheté́	chez	Millipore	(Billerica,	
MA,	 É-U).	 L’anticorps	 contre	 les	 ERK1/2	 phosphorylées	 (M8159)	 provient	 de	 Sigma-Aldrich	
(Sigma-Aldrich,	 St-Louis,	MO,	 É-U).	 L’anticorps	 reconnaissant	 la	 phosphorylation	 de	 p53	 sur	 la	
sérine	15	 (16G8)	provient	 de	Cell	 signaling	 (Cell	 Signaling	 Technology	 Inc.,	Danvers,	MA,	 E-U).	
L’anticorps	 contre	p53	 (131442)	 a	été	acheté	 chez	Abcam	 (Abcam,	Toronto,	ON,	Canada).	 Les	
anticorps	secondaires	anti-lapin	«	horseradish	peroxidase	»	 (HRP)	 (NA931V)	et	anti-souris	HRP	
(NA934V)	ont	été́	achetés	de	GE	Healthcare	Life	Sciences	(Mississauga,	ON,	Canada).	Les	anticorps	
secondaires	 anti-lapin	 phosphatase	 alcaline	 (PA)	 et	 anti-souris	 PA	 proviennent	 de	 Promega	
(Madison,	WI,	É-U).	Tous	les	anticorps	ont	été́	utilisés	selon	les	recommandations	des	fabricants.		
	
Le	BrdU	a	été	acheté	chez	Life	technologies	(Thermo	Fisher	Scientific,	Burlington,	ON,	Canada).	Le	
X-Gal	 (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-bêta-D-Galactopyranoside)	provient	de	 chez	Fisher	Scientific	
(Ottawa,	ON,	Canada).	Le	4-hydroxy-tamoxifène	(17308)	provient	de	chez	Cayman	Chemical	(Ann	
Arbor,	MI,	É-U).	La	blasticidine	 (1945B62)	a	été	acheté	chez	 Invitrogen	(San	Diego,	CA,	É-U)	et	
l’insuline	provenant	de	chez	Lilly	a	été	acheté	au	magasin	du	CHUS	de	l’Université	de	Sherbrooke.	
L’inhibiteur	 pharmacologique	 de	 SHP-2,	 le	 PTP	 IIB08,	 a	 été	 acheté	 chez	 Calbiochem	 (565852,	
Etobicoke,	ON,	Canada)	
2.	Méthodes	
2.1	Souris	
	
Pour	obtenir	 les	 souris	 avec	une	délétion	 conditionnelle	 inductible	de	Shp-2	 dans	 l’épithélium	
intestinal,	les	souris	Shp-2flox-flox	(obtenues	du	Dr	Gen-Sheng	Feng,	USCD,	San	Diego,	É-U)	ont	été	
croisées	avec	des	souris	VillineCreERT2	(el	Marjou	et	al.	2004).	De	ce	croisement,	nous	obtenons	les	
souris	Shp-2	flox-wt;	VillineCreERT2.	Nous	croisons,	par	la	suite,	ces	souris	avec	des	souris	Shp-2flox-
flox,	pour	obtenir	des	souris	Shp-2flfl;	VillineCreERT2.	Dans	ces	souris,	 l’expression	de	l’enzyme	Cre	
 vu
@(%97$08A( (AB '98% A9CA 6( %98B@;6( 'C >@979B(C@ 'C .)8( '( 6 7',,'. `  G06608( (AB C8(
>@9B*08(?C0(AB(I>@07*('8A 6(A%(66C6(A'( 6b*>0B/*60C7 08B(AB086 h8.(B6`]ustyi`8A
89B@( %A] 6 @( @(%97$08A( (AB 08'C%B0$6( C B79I0-)8(] C8 8B0f=AB@9.)8(`  @(
@(%97$08A( 08'C%B0$6( (AB 60*( C @*%(>B(C@ CI =AB@9.)8(A (B %(6 6 A*?C(AB@( '8A 6(
%JB9>6A7(A9CA-9@7(08%B0G(`8(-90A?C(6(B79I0-)8(60(6(@*%(>B(C@]6@(@(%97$08A(
B@8A69?C(C89JCA9CAA-9@7(%B0G((B>(CB69@A%B6JA(@C8(@(%97$080A98/97969.C(
(8B@('(CIA*?C(8%(A69I>h%/*7ti`





$ *F>2%42%,+)00,*%+1%+32%).0%+(2%,+2*,5%"+

?A*?C(8%('bC8@*%(>B(C@CI=AB@9.)8(Ahi(AB'b$9@'49CB*(6A*?C(8%(%9'8B('(
6@( @(%97$08A(` C0B( %(B49CB] 6@( @(%97$08A( AJ8B/*B0A*( A(@ A*?C(AB@*('8A 6(
%JB9>6A7(` ? ( B79I0-)8( A( 60( C @*%(>B(C@ '( 6b9(AB@9.)8(] %( ?C0 G (8B@18(@ 6
B@8A69%B098 '( 6 @( C 89JC`8( -90A C 89JC] %(66(f%0 (AB (87(AC@( '( >@9%*'(@  6
'*6*B098'(6A*?C(8%(A(B@9CG8B(8B@(6(AA*?C(8%(A69I>`

	 
 	 	


 	
	


	
	




 vv
9C@6(.*89BJ>.('(AA9C@0A]'(A$9CBA'b9@B(06A98B'b$9@'*B*>@*6(G*A%/(K'(AA9C@0%(CI
 .*A'(?CB@(A(>B49C@A`b.*8970?C(*B*(IB@0B>@'0.(AB098'8AtssZ6'(u]x
7]s]u7>(8'8BC8(/(C@(|xp`@6AC0B(]6A96CB098*B*8(CB@60A*('8Atss
Z6'(@0Af6ws7]>x]xh@C(BB 5,`]usssi`(A@*%B098A'('*%@0B(A>@*%*'(77(8B
h/8.(B6`]ussw^'0A98(B6`]ussui98B>@6AC0B(*B*(--(%BC*(A`(>@9'C0B'((AB
>@6AC0B(70.@*AC@C8.(6t  'b.@9A(tts>(8'8B(8G0@98us708CB(Ah	0A/(@09B(%/
	tsxi`(A$8'(AA98B@*G*6*(A.@ %('C('-(C%6(0%%0'B0808.96CB098s]ssx GeG
70A'8A6(.(6'b.@9A(huttwt]	@9..09]9@98B9]]8'i>C0AA9CA667>(h
$?C0>7(8B]9@G6]]8'i`

tuA(708(A]6(AA9C@0AA98B084(%B*(A'(-&9808B@>*@0B98*6(G(%'(65*B708(eIJ6K08(
h{z7.'(5*B708(etv7.'(IJ6K08(>@5.i]>C0AA98B(CB/8A0*(A>@'0A69%B098%(@G0%6(`
( 4*4C8C7(B 6( %;698 A98B @*%96B*A >9C@ >@9%*'(@  670A( (8 %C6BC@( '(A 9@.892'(A hG90@
A(%B098u`ui`

u`u0A((8%C6BC@('b9@.892'(A

MCMCL'4  .6,563 6*"*6.6-G.5"3/( 4H

b$9@'C8(-90A6(4*4C8C7@*%96B*]06-CB9CG@0@698.0BC'086(7(8B6(4*4C8C7(B$0(86(@08%(@
'8A'C-@90'`(4*4C8C7(AB%9C>*(8>(B0B79@%(CI'b(8G0@98x77]>C0A6G*A'8A'C
-@90'AC0G0'bC86G.('(x708CB(A'8A6(fvs7`(AB0AACAA98B08%C$*A'8A
C8(89CG(66(A96CB098'(fvs7>9C@us708CB(A`(AC@8.(8B(AB4(B*(B6(AB0AACA
A98B@(ACA>(8'CA'8A'C-@90'`@$@AA.(]6(A%@J>B(AA98B0A96*(A'8AC8BC$('(BJ>(
	6%98xs74CA?CbB(7>A'b9$B(80@C8($988(?C8B0B*'(%@J>B(AA8A%@*(@B@9>'('*%/(BA
AC0B( C $@AA.(` ( AC@8.(8B (AB %(BB( -90Af%0 @*%96B*] >AA* AC@ C8 -06B@( zs Z7 hvxuvxs]
9@808.]('-9@']]fi(B%(8B@0-C.*txs.wph>>(8'9@-x{ts]>>(8'9@-]C>>C.(]
]fi>(8'8Bx708CB(A`8AC0B(]6(%C69B(AB@(ACA>(8'C'8A'C7060(C'G8%('e	tu
htuyvwfsts]0-((%/8969.0(A]@6A$']]fihxss7iG(%x7'(.6CB7Ihvxsxsf
syt]0-((%/8969.0(Ai]x7'kthvvsfsxsf]0A(8B]Bf@C89]]8'i(Bu]x7
'(>*80%06608(eAB@(>B97J%08(hwxsfustf]0A(8Bi`6J(8AC0B(C8(%(8B@0-C.B098txs.wp
>(8'8Bx708CB(A`@6AC0B(]6(%C69B(AB@(ACA>(8'C'8A'CB@0.(64CA?Cb6b9$B(8B098'bC8
 vw
G96C7('(%@J>B(A'*A0@*`6J(8A(7(8%(7(8B'(A%@J>B(A'8AC8(>6?C(w{>C0BAhusZ>@
>C0BAi`  >6?C((AB '*>9A*('8AC8 08%C$B(C@  vzp G(% x   u>(8'8B C7908A us
708CB(A>9C@60AA(@6(B@0.(6-0.(@`8AC0B(]uxsZ'(7060(C(AB49CB*'8AB9CA6(A>C0BA`
(7060(C(AB%97>9A*'(_'C7060(C'G8%('e	tu]'(t]ux7f%*BJ6%JAB*08(
h|tyx]0.7f6'@0%/]5G066(]]8'i'(6b
	xs8.e7h0-((%/8969.0(A
{swxi]'C
7060(C%98'0B0988*9..08ts ]'C7060(C%98'0B0988*f>98'08(ts ]'CAC>>6*7(8Buz
u GeGh0-(B(%/8969.0(Atzxswfswwi(B'CAC>>6*7(8But GeGh0-(B(%/8969.0(Atzxsufsw{i`
(A7060(CI%98'0B0988*A'(f>98'08((B'(9..0898B*B*9$B(8CAAC0B(6%C6BC@('(%(66C6(A
u|v AC@(I>@078B 6>@9B*08('b08B*@+B(B %C6B0G*(A'8A'C7060(Cts   	 08%B0G*]
.6CB7I t   GeG hvxsxsfsyt] 0-( (%/8969.0(Ai] (>(A t   GeG hvvsfsxsf] 0A(8Bi (B
>*80%06608(eAB@(>B97J%08(s`x GeGhwxsfustf]0A(8Bi`(A%(66C6(AAC@(I>@078B(BA*%@*B8B
9..08>@9G0(88(8B'C@`
``G8'(8@085hC$@(%/B8AB0BCB(]B@(%/B]JAfAi(B%(66(A
AC@(I>@078B(BA*%@*B8B6f>98'08(>@9G0(88(8B'C@``C9hB8-9@'80G(@A0BJ]B8-9@']
]fi`8(A*6(%B0986>C@97J%08(htZ.e7i(ABCB060A*(>9C@6(A%(66C6(A(I>@078B6(9..08
(BC8(A*6(%B0986K*97J%08(hvZ.e7i(ABCB060A*(>9C@6(A%(66C6(A(I>@078B6f>98'08(`
(A %(66C6(A A98B >AA*(A G(% '( 6 B@J>A08( s]sx   '8A '(A -6A?C(A tzx '8A 'C 7060(C
'G8%('e	tu(B%C6B0G*(A'8A%(7060(Cvzp(Bx u>(8'8Bz49C@A`(7060(C
(AB@*%96B*]%(8B@0-C.*tsss>(8'8Bx708CB(A>C0A-06B@*AC@-06B@(s]uuZ7`

MCMCM'4  .6,563  0,/.G/,/./( 4H

b$9@'] 6( %;698'bC8( A9C@0A (AB >@*6(G*(B9CG(@B 698.0BC'086(7(8B A8A(86(G(@ 6(A -)%(A`
8AC0B(]6(%9698(AB@08%*'8A'C-@90'`(%;698(AB%9C>*(8G0@98(8B@90A79@%(CI?C0
A98B6G*A'8A'C-@90'`(A6G.(AA98B@*>*B*A4CA?Cb6b9$B(8B098'bC860?C0'(%60@`(A
B0AACAA98B08%C$*A'8AC8(A96CB098'(fx7>9C@C8(/(C@(G(%>(B0B(.0BB098
%98AB8B(`(fx7(AB(86(G*(B@(7>6%*>@'C`(A%@J>B(AA98B'*%966*(A>@
.@BB.(C-98''bC8*B@0`6b0'('bC8(70%@9>0>(BB(>tsss]6(A%@J>B(AA98B$@0A*(AAC0B(C
.@BB.(`(A%@J>B(AA98B>@6AC0B(-06B@*(AAC@C8-06B@(zsZ7hvxuvxs]9@808.]('-9@']]
fi(B%(8B@0-C.*(Avys.wph>>(8'9@-x{tsi>(8'8Bv708CB(A`(%C69B(AB6G*C
(B @(%(8B@0-C.* u -90A` @ 6 AC0B(] 6( %C69B (AB @(ACA>(8'C '8A 'C B@0.(6 4CA?Cb B(7>A
'b9$B(80@C8G96C7('(%@J>B(A'*A0@*` 6J(8A(7(8%(7(8B'(A%@J>B(A'8AC8(>6?C(w{
>C0BAhtxZ>@>C0BAi`>6?C((AB'*>9A*('8AC808%C$B(C@vzpG(%x u>(8'8B
 vx
C7908Aus708CB(A>9C@60AA(@6(B@0.(6-0.(@`8AC0B(]uxsZ'(7060(C(AB49CB*'8A
B9CA6(A>C0BA`%97>9A0B098'C7060(CG%977(AC0B_6(7060(C(AB'06C*C'(70
'8A'C7060(C'G8%('e	tu]>C0A06J6b49CB'(t]ux7f%*BJ6%JAB*08(h0.7
|tyxi] '( 6b
	 xs 8.e7 h0-( (%/8969.0(A 
{swxi] 'C AC>>6*7(8B uz u   GeG h0-(
B(%/8969.0(Atzxswfswwi(B'CAC>>6*7(8But  GeGh0-(B(%/8969.0(Atzxsufsw{i`(7060(C
%98'0B0988*(AB9$B(8C>@B0@'(6%C6BC@('(A%(66C6(Afhnfvuzyoi`(A
%(66C6(AA98BB9CB'b$9@'%C6B0G*(A'8A'C7060(Chvt|fssxf]0A(8Bi%98B(88Bts 
	] .6CB7It   GeG hvxsxsfsyt] 0-( (%/8969.0(Ai](>(A t   GeG hvvsfsxsf]0A(8Bi (B
>*80%06608(eAB@(>B97J%08(s]x  GeGhwxsfustf]0A(8Bi(8>@*A(8%('(
wt{hxssZ.e76i(B
'b/J.@97J%08(hxssZ.e76ivzp(Bx u>(8'8Bvfw49C@A-08'(708B(80@C8(>@(AA098
'(A*6(%B098`>@)A(I>8A098]6(A%(66C6(AA98B(8A(7(8%*(A'8A'(A-6A?C(Atzx`8(-90A6(A
%(66C6(A%98-6C(8%(]6(7060(C'(%C6BC@((AB%/8.*]@(7>6%*>@'C7060(C'G8%('
%98B(88Bus  	].6CB7It  GeGhvxsxsfsyt]0-((%/8969.0(Ai](>(At  GeGhvvsfsxsf
]0A(8Bi(B>*80%06608(eAB@(>B97J%08(s]x GeGhwxsfustf]0A(8Bi>C0A@*%96B*uw/>6CAB@'
h-@%B098 ti` >@)A %(8B@0-C.B098  usss . >(8'8B x 708CB(A] 6( AC@8.(8B '( %C6BC@( (AB
B@8A-*@*'8AC8($9CB(066('(t60B@(?C(6b98%98A(@G(wp(8BB(8'8B6@*%96B('(ACB@(A
-@%B098A?C0A(-0BB9CB(A6(Auw/hw-@%B098ACB9B6i`8(-90A6(Aw-@%B098A@*%96B*(A]6(7060(C
(AB-06B@*AC@-06B@(s]uu]>C0A60?C9B*(B%98A(@G*f{s'(.@*Ah0J9A/0 5,`]ustvi`

u`vC6BC@('b9@.892'(A(B>AA.(A

(A7060(CI'(A(8B*@92'(A(B'(A%969892'(AA98B%/8.*AB9CA6(Av49C@A`(A(8B*@92'(AA98B
>AA*A(8G0@98B9CA6(Axfy49C@A`(7060(C(ABA>0@*'8A6(A>C0BA`(B@0.(6'(?CB@(>C0BA
(AB@(ACA>(8'C'8AxssZ'(7060(C'G8%('e	tu-@90'70A'8AC8BC$('(BJ>(
	6%98tx7`8CB060A8BC8(>0>(BB('98B6b(IB@*70B**B*@>(B0AA*(6-677(]6(7*68.(
7060(C(B(8B*@92'(A(ABA>0@*(B@(-9C6*(8G0@98tsftx-90A`(A(8B*@92'(AA98B%(8B@0-C.*Atxs
.wp>(8'8Bx708CB(A`6AA98B(8AC0B(70A(8%C6BC@(B(6?C('*%@0B'8A6A(%B098u`u`t`

(A %969892'(A A98B >AA*A (8G0@98  B9CA 6(A x 49C@A` (7060(C (AB A>0@* '8A 6(A >C0BA` (
B@0.(6'(?CB@(>C0BA(AB@(ACA>(8'C'8AxssZ'(7060(C'G8%('e	tu-@90'70A
'8AC8BC$('(BJ>(	6%98tx7`8CB060A8BC8(>0>(BB('98B6b(IB@*70B**B*@>(B0AA*(6
-677(]6(7*68.(7060(C(B(8B*@92'(A(ABA>0@*(B@(-9C6*(8G0@98ts-90A`(A%969892'(AA98B
 vy
%(8B@0-C.*Avys.wp>(8'8Bv708CB(A`6AA98B(8AC0B(70A(8%C6BC@(B(6?C('*%@0B'8A6
A(%B098u`u`u`

u`w8%9@>9@B098'(6b'

(A 9@.892'(A '90G(8B 'b$9@' +B@(70A (8 %C6BC@( '8A C8( $fB(5 htzzwwx] /(@79	0A/(@
%0(8B0-0%i`(A9@.892'(AA98B08%C$*A>(8'8BC8(/(C@(G(%C8(A96CB098'b't7vzp`
>@)A 6b08%C$B098] 6(A9@.892'(A A98B -0I*A 6b0'('(>@-9@76'*/J'(w   hytw{]0.7f
6'@0%/i'8A'C>9C@vs708CB(A6B(7>*@BC@('(6>0)%(`(A9@.892'(AA98B(8AC0B(
6G*A '8A 'C f v  ` (A 9@.892'(A >(CG(8B +B@( .@'*A '8A 6(   wp >(8'8B
>6CA0(C@A 49C@A` @ 6 AC0B(] 6(A 9@.892'(A A98B >(@7*$060A*A '8A 'C @0B98 ftss x e
>(8'8Bus708CB(A6B(7>*@BC@(>0)%(`6JC86G.(Cfv ]>C0A6(A9@.892'(A
A98B$69?C*ACfu >9C@vs708CB(A6B(7>*@BC@('(6>0)%(`C0B(6b08%C$B098]
06JC8@08&.('8A'Cfv `@*%B098'('*B(%B098'(6b'(AB'*%6(8%/*(G(%uss
Z'(@*%B098>@>C0BA'($fB(5`A96CB098'(@*%B098%98B0(8B_tzuZ'(60%5f0n@(%B098
$C--(@ t h7>98@0Ai] {Z'(Cwtss7]s]w{Z'b6(I 	6C9@n K0'(xxx] usZ'(
(%B098$C--(@''0B0G(htsuu{]60%5f0n'7.08.0B]8G0B@9.(8i>(8'8Bvs708CB(A6
B(7>*@BC@('(6>0)%((B6b$@0'(66C70)@(`8AC0B(]C8@08&.(Cfv (AB(--(%BC*
(B6(A89JCIA98B%969@*AG(%C8(A96CB098'(9(%/ABvvvwuhtsuu{]60%5f0n'7.08.0B]
8G0B@9.(8iC8(%98%(8B@B098-086('(xZ.e7>(8'8Bvs708CB(A6b$@0'(66C70)@(6
B(7>*@BC@('(6>0)%(`(A9@.892'(AA98B(8AC0B(@08%*AC]>C0A6$fB(5(AB798B*(
G(%'C7060(C'(798B.(6b77C79C8B`(A>/9B9AA98B>@0A(AC70%@9A%9>(08G(@A*6J7>CA
%98-9%6 	tsss h6J7>CA 9@>9@B098] 95J9] >98i '( 6 >6B(-9@7( '( 70%@9A%9>0(
>/9B980?C('(6	'(6b80G(@A0B*'(/(@$@995(`

u`x8'C%B098'(6'*6*B098'(/>fu6b0'('CB79I0-)8(

(wf/J'@9IJfB79I0-)8(ht7.i*B*@(ACA>(8'C'8At]sw7'b*B/896tss >9C@9$B(80@C8(
%98%(8B@B098'(tssss]>C0A %/C--*$@0)G(7(8Bzxp]>9C@ -%060B(@ 6'0AA96CB098`9CA
CB060A98AC8('06CB098'(tsss>9C@-0@(89A(I>*@0(8%(A`>@)Aw{/(C@(A'(70A((8%C6BC@(]
6(A 9@.892'(A A98B >@+B  G90@ 6b49CB A90B 'b*B/896 %977( %98B@;6( 9C $0(8 'C wf/J'@9IJf
B79I0-)8('8A6(C@7060(CC8(%98%(8B@B098'(tsss`C0B(6b49CB'b*B/8969C$0(8'C
wf/J'@9IJfB79I0-)8(]6(A9@.892'(AA98B>@0A(8>/9B9ACIB(7>A'*A0@*A`
 vz

u`yC6BC@(%(66C60@(

60.8*(%(66C60@(tty*B*9$B(8C('bhfuwz]9@>9@B098]C@608.B98]
]8'i(B  *B*>@*6$6(7(8B 0A96*('bC8 %@%0897(/C708`(BB( 60.8*( %(66C60@((AB
%C6B0G*('8A'C7060(C%9JbAxhvtzfstsf]0A(8Bi%98B(88Bts 	].6CB7It GeG
hvxsxsfsyt]0-((%/8969.0(Ai](>(At GeGhvvsfsxsf]0A(8Bi(B>*80%06608(eAB@(>B97J%08(
s]x GeGhwxsfustf]0A(8Bi`

 60.8*( %(66C60@( %9fuetx h.@%0(CA(B* 'C @ (8f	@8&90A (C60(C] 	] 80G(@A0B* '(
/(@$@995(i >@9G0(8B 'bC8 %698( 0A96* '( 6 60.8*( %(66C60@( %9fu ?C0 (66( >@9G0(8B 'bC8
'*89%@%0897(/C708hvz]i`(BB(60.8*(%(66C60@((AB%C6B0G*('8A'C7060(C
hvt|fssxf]0A(8Bi%98B(88Bts 	].6CB7It GeGhvxsxsfsyt]0-((%/8969.0(Ai](>(A
t GeGhvvsfsxsf]0A(8Bi(B>*80%06608(eAB@(>B97J%08(s]x GeGhwxsfustf]0A(8Bi`

	086(7(8B] 6(A %(66C6(A  hcC78 08B(AB086 (>0B/(606 %(66A di 98B *B* 0A96*(A '( %@J>B(A
'b08B(AB08-=B6/C708>C0A*B$60(A(8%C6BC@(>@(@@(C6B(B(C60(Cht||yi`(A%(66C6(AA98B
8980779@B60A*(A(B>@960-)@(8B4CA?Cb6bBB(08B('(6%98-6C(8%(`66(AA98B%C6B0G*(A'8A'C
7060(C'b>B0fhvt|{xfszs]/(@79	0A/(@%0(8B0-0%i%98B(88Bx 	].6CB7It   GeG
hvxsxsfsyt]0-((%/8969.0(Ai](>(At GeGhvvsfsxsf]0A(8Bi]>*80%06608(eAB@(>B97J%08(s]x
 GeGhwxsfustf]0A(8Bi(B08AC608(tssC80B*Ae7`

(A %(66C6(A A98B 08%C$*(A'8AC8 08%C$B(C@vzp(B x   u` (7060(C'(A %(66C6(A(AB
%/8.*B9CA6(A'(CI49C@A(B6(A%(66C6(AA98B>AA*(AG8B6%98-6C(8%(G(%6b0'('(6B@J>A08(
s]sx G(%C8('06CB098'(tets>9C@6(Atty]tex>9C@6(A%9fuetx](Bteutev>9C@6(A
`

MCQCL3/65'/. 4, .5'7'364

G(066('(6B@8A-(%B098]6(A%(66C6(Au|v]A98B>AA*(A'8AC8@>>9@Btets`(A%(66C6(Au|v
A98B %C6B0G*(A '8A C8 7060(C  ts   	 G(% t   .6CB7I] t   (>(A (B s]x  
>*80%06608(eAB@(>B97J%08(`9C@ 6 B@8A-(%B098] 6 60>9-(%B708( hw{Z]ttyy{fst|] 8G0B@9.(8i
	 38	
est	 incubée	durant	5	minutes	dans	750	μL	d’Opti-MEM	 (31985-070,	 Thermo	Fisher	 Scientific).	
Durant	l’incubation,	on	fait	le	mélange	de	6	μg	de	chaque	plasmide	soit	des	plasmides	exprimant	
les	 protéines	 d’encapsidation	 PLPVGS,	 PLP1,	 PLP2,	 puis	 des	 plasmides	 contenant	 les	 shARN	
contrôles	et	finalement	les	plasmides	contenant	les	shARN	spécifiques	de	SHP-2	et	ce,	dans	750	
μL	d’Opti-MEM	pour	chaque	plasmide.	Le	vecteur	d’expression	plenti6-U6	est	construit	tel	que	
décrit	précédemment	 (Garneau	et	al.,	2009).	Les	oligonucléotides	ciblant	 la	protéine	SHP-2	de	
forme	humaine	(5'	gggccagagcagtcagtaa	3')	a	été́	déterminé́	par	bio-informatique	en	utilisant	le	
programme	Block-iT	RNAi	Designer	de	Invitrogen.	La	séquence	5'	ttcaagaga	3'	a	servi	de	boucle.	
Les	oligonucléotides	ont	été́	hybridés	avant	d'être	sous-clonés	entre	les	sites	de	restriction	BamHI	
et	XhoI.	Un	shARN	contenant	une	séquence	mélangée	du	shSHP-2	humain	ont	servi	de	témoin	
négatif	(shcontrôle).		Les	deux	solutions	de	750	μL	sont	combinées	puis	incubées	pour	20	minutes	
à	la	température	de	la	pièce.	Le	mélange	est	par	la	suite	ajouté	aux	cellules	dont	le	milieu	a	été	
retiré	pour	une	période	de	4	heures	à	37°C	à	la	suite	duquel	l’Opti-MEM	est	enlevé	et	remplacé	
par	6	mL	de	milieu	de	culture	des	cellules.	La	récolte	de	virus	a	lieu	2	jours	après	la	transfection.	
Le	milieu	est	 récolté	et	passé	dans	un	 filtre	0,45	μm	(4184,	Pall,	Port	Washington,	NY,	É-U)	et	
entreposé	à	-80°C.		
	
2.6.2	Infection	des	cellules	
	
Les	 cellules	 sont	passées	 avant	 leur	 infection.	 Le	 jour	de	 l’infection,	 l’ajout	de	1	mL	de	milieu	
contenant	 le	 virus	 est	 déposé	dans	 le	 Pétri	 de	 100	mm	avec	 du	polybrène	8	μg/mL	 (Bromide	
d’hexadiméthrine,	H9268-5G,	Sigma-Aldrich).	Les	cellules	sont	incubées	1	heure	à	37°C	avec	ce	1	
mL	de	virus.	Suite	à	l’incubation,	on	ajoute	9	mL	du	milieu	de	culture	pour	chaque	lignée	cellulaire	
avec	18	μL	de	polybrène.	Les	cellules	sont	incubées	pour	deux	jours	à	37°C.	Ensuite,	les	cellules	
seront	 mises	 en	 présence	 de	 l’antibiotique	 dont	 le	 gène	 de	 résistance	 est	 exprimé	 par	 leur	
plasmide,	soit	5	μg/mL	blasticidine	(46-1120,	Life	Technologies)	ajouté	dans	le	milieu	fraîchement	
changé.	Pour	s’assurer	que	la	sélection	fonctionne	bien,	des	cellules	non	infectées	sont	aussi	mises	
en	 présence	 de	 l’antibiotique.	 La	 validation	 de	 la	 baisse	 d’expression	 de	 SHP-2	 est	 ensuite	
effectuée	par	immunobuvardage	(Section	2.8).	
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phosphate	pH	6,0,	5	mM	potassium	ferrocyanide,	5	mM	potassium	ferrocyanide,	150	mM	NaCl	et	
2	mM	MgCl2.	Il	est	important	de	bien	respecter	le	pH	à	6,0,	puisqu’à	un	pH	de	4,0	toutes	les	cellules	
marquent	de	manière	non	spécifique.	
	
2.13	Analyses	statistiques	
	
Les	analyses	statistiques	ainsi	que	les	graphiques	ont	été́	réalisés	avec	le	logiciel	GraphPad	Prism	
7	(GraphPad	Software,	La	Jolla,	CA,	É-U).	La	significativité́	a	été́	déterminée	par	un	«	Student	t	test	
»	paramétrique	lorsque	les	données	suivaient	une	loi	normale.		Pour	les	décomptes	du	nombre	
de	 ramifications	 des	 organoïdes,	 un	 test	 de	 chi	 square	 a	 été́	 utilisé.	 Les	 différences	 ont	 été́	
considérées	comme	significatives	lorsque	l’erreur	était	:	p≤	0,05	(*),	p≤	0,01	(**),	p≤	0,001	(***)	
et	p≤	0,0001	(****).	La	barre	d’erreur	représente	l’erreur	type	de	la	moyenne.		
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obtenir	 la	 délétion	 de	 Shp-2.	 Une	 incorporation	 à	 l’EdU	 a	 été	 réalisée	 après	 48	 heures	 de	
traitement,	 puis	 les	 noyaux	 ont	 été	marqués	 au	Hoechst.	 Barre	 de	 grossissement	 100	 μm.	 Le	
nombre	de	cellules	EdU	positives	 (roses)	a	été	calculé	par	rapport	au	nombre	total	de	cellules	
(bleues)	formant	 les	colonoïdes.	Le	pourcentage	de	cellules	prolifératives	est	représenté	sur	 le	
graphique.	 	N=3	 Student’s	 t-test	 *p<0,005.	 Le	 graphique	 représente	 la	moyenne	 et	 les	 barres	
d’erreur	représentent	l’erreur	type	moyenne.		
	
Suite	à	ces	résultats,	nous	avons	décidé	de	passer	nos	colonoïdes	qui	avait	été	traités	ou	non	au	
tamoxifène	afin	de	les	expandre	et	de	mesurer	leur	potentiel	de	survie.	Il	a	été	possible	de	voir	
que	suite	au	passage,	les	colonoïdes	Shp-2CEI-KOER	traités	à	l’éthanol	ont	bien	repris	leur	croissance	;	
cependant	ceux	traités	au	tamoxifène	n’ont	pas	réussi	à	reprendre	une	croissance	(résultats	non	
montrés).	 Donc,	 la	 délétion	 de	 Shp-2	 suite	 à	 l’induction	 au	 tamoxifène	 affecte	 le	 potentiel	
régénératif	des	colonoïdes.		
	
3.	L’inhibition	pharmacologique	de	SHP-2	altère	le	développement	des	organoides	intestinaux.	
	
Afin	de	vérifier	si	l’inhibition	pharmacologique	de	SHP-2	avait	les	mêmes	effets	que	sa	délétion	
génétique,	nous	avons	utilisé	deux	inhibiteurs	de	SHP-2	:	le	PTP	IIB08,	un	inhibiteur	non	compétitif	
réversible	(Bunda	et	al.,	2015)	et	le	SHP099,	un	inhibiteur	allostérique	qui	verrouille	SHP-2	dans	
sa	conformation	auto-inhibée	(Chen	et	al.,	2016).	Le	SHP099	a	été	identifié	et	caractérisé	comme	
une	petite	molécule	 inhibitrice	qui	 se	 lie	de	manière	 allostérique	à	une	poche	de	 type	 tunnel	
formée	par	la	confluence	des	trois	domaines	de	Shp-2.	Sa	liaison	à	Shp-2	bloque	la	phosphatase	
dans	 une	 conformation	 inactive.	De	manière	 intéressant,	 il	montre	 une	 biodisponibilité	 orale.	
(Chen	2016).	Le	PTP	IIB08	cible	le	domaine	catalytique	de	Shp-2	inhibant	la	phosphatase	de	façon	
réversible	mais	non	compétitive.De	manière	intéressante,	on	remarque	dans	les	Figures	15	et	16	
que	 l’inhibition	 de	 SHP-2	 avec	 les	 deux	 inhibiteurs	 pharmacologiques	 ralentit	 clairement	 le	
développement	tant	des	entéroides	et	des	colonoides.	On	peut	en	effet	constater	une	diminution	
du	nombre	de	ramifications	pour	les	entéroïdes	(Figure	15)	ainsi	qu’une	régression	de	la	taille	des	
colonoïdes	 (Figure	16).	 Finalement,	on	a	aussi	observé	des	 signes	de	dégénérescence	chez	 les	
entéroides	traités	avec	les	inhibiteurs	de	SHP-2	mais	pas	chez	les	colonoides.	
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nombre	total	de	cellules.	Le	pourcentage	est	représenté	sur	 le	graphique.	N=3	Student’s	t-test	
*p<0,005.	D.	Phosphorylation	de	H2AX	(vert)	dans	des	cellules	exprimant	un	shARN	dirigé	contre	
PTPN11	ou	un	shARN	contrôle	après	15	jours	en	culture	cellulaire.	Barre	de	calibration	100	μm.		
E.	Le	nombre	de	cellules	positives	pour	g-H2AX	(vert)	a	été	calculé	par	rapport	au	nombre	total	de	
cellules	marquées	au	DAPI	(bleu).	Le	pourcentage	est	représenté	sur	le	graphique.	Les	graphiques	
représentent	la	moyenne	et	les	barres	d’erreur	représentent	l’erreur	type	moyenne.	N=3.	
	
	
4.2	Cellules	HCT116	
	
Pour	 ce	même	objectif,	 nous	avons	aussi	utilisé	des	 cellules	 cancéreuses	HCT116,	puisqu’elles	
n’ont	pas	les	mêmes	mutations	que	les	Caco-2/15.	Les	HCT116	possèdent	en	effet	une	mutation	
pour	 les	 gènes	CTNNB1	et	KRAS,	mais	 possède	des	 allèles	 sauvages	pour	TP53	 (Ahmed	et	 al.,	
2013).	J’ai	infecté	les	cellules	HCT116	avec	les	lentivirus	exprimant	un	shARN	dirigé	contre	PTPN11	
ou	 un	 shARN	 contrôle.	 Tout	 d’abord,	 j’ai	 validé	 la	 baisse	 d’expression	 de	 SHP-2	 en	
immunobuvardage	(Figure	19A).	Tout	comme	précédemment	montré	dans	les	Caco-2/15,	la	sous-
expression	de	SHP-2	diminue	bien	le	niveau	d’activation	des	kinases	ERK1/2	tel	qu’attendu	(Figure	
19A)	et	altère	quelque	peu	la	morphologie	cellulaire	en	comparaison	aux	cellules	exprimant	un	
shARN	contrôle	(Figure	19B).	La	flèche	à	 la	figure	19B	indique	les	cellules	exprimant	un	shARN	
dirigé	contre	PTPN11	qui	présentent	une	morphologie	quelque	peu	altérée.	Les	cellules	semblent	
présenter	un	peu	la	morphologie	large	et	un	peu	aplatie	des	cellules	HIEC	qui	sont	sénescentes.	
Cependant,	nous	perdons	ces	cellules-là	une	fois	le	passage	effectué,	probablement	parce	qu’elles	
sont	non	prolifératives.	
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Discussion	
	
La	 signalisation	 cellulaire	 de	 la	 protéine	 tyrosine	phosphatase	 SHP-2	 est	 très	 importante	dans	
diverses	réponses,	puisqu’elle	permet	la	régularisation	directe	de	plusieurs	voies	de	signalisation	
importantes	comme	les	voies	RAS/ERK,	JAK/STAT	et	PI3K/AKT	(Coulombe	et	al.,	2015).	Dans	notre	
laboratoire	divers	travaux	ont	été	effectués	sur	les	rôles	et	fonctions	de	cette	phosphatase	dans	
les	cellules	épithéliales	intestinales	(Gagné-Sansfaçon	et	al.,	2016	;	Coulombe	et	al.,	2015).	Tout	
d’abord,	 des	 travaux	 chez	 la	 souris	 ont	montré	 que	 la	 délétion	 conditionnelle	 de	 SHP-2	 dans	
l’épithélium	intestinal	affecte	fortement	l’homéostasie	intestinale,	particulièrement	la	production	
des	cellules	à	mucus	et	de	Paneth	ainsi	que	la	perméabilité	paracellulaire	(Coulombe	et	al.	2013).	
Ces	altérations	phénotypiques	précèdent	le	développement	de	l’inflammation	dans	la	muqueuse	
intestinale.	Au	contraire,	 l’expression	d’une	forme	constitutive	active	de	SHP-2	(souris	Shp-2CEI-
E76K)	dans	l’épithélium	intestinal	stimule	fortement	la	prolifération	cryptale	et	la	fonction	barrière	
de	 l’épithélium	 via	 l’augmentation	 du	 nombre	 et	 de	 la	 fonction	 des	 cellules	 à	mucus	 (Gagné-
Sansfaçon	et	al.,	en	révision,	2018).	Conséquemment,	les	souris	Shp-2CEI-E76K	sont	résistantes	à	un	
stress	inflammatoire	comme	le	DSS	ou	une	infection	bactérienne.	De	plus,	l’expression	du	mutant	
E76K	stimule	fortement	la	tumorigénèse	intestinale	chez	la	souris	ApcMin/+,	ce	qui	suggère	un	rôle	
pro-oncogénique	pour	 cette	 phosphatase	dans	 l’épithélium	 intestinal	 (Gagné-Sansfaçon	et	 al.,	
2016).	 De	 manière	 intéressante,	 des	 mutations	 dans	 le	 résidue	 E76	 ont	 justement	 été	 déjà	
observées	dans	des	spécimens	de	cancers	colorectaux	(Bentires-Alj	et	al.,	2004).	De	plus,	notre	
laboratoire	 a	 récemment	démontré	que	 l’inhibition	d’expression	de	 SHP-2	à	 l’aide	d’un	 siARN	
diminue	 significativement	 les	 propriétés	 tumorales	 des	 cellules	 cancéreuses	 colorectales	
humaines	 telles	que	 la	croissance	en	 indépendance	d’ancrage	et	 l’invasion.	Ainsi,	 ces	 résultats	
suggéraient	 un	 rôle	 positif	 pour	 SHP-2	 dans	 la	 prolifération	 et	 l’oncogenèse	 colorectale.	 Par	
contre,	les	mécanismes	d’action	par	lesquels	SHP-2	exerçait	cet	effet	restaient	à	définir.	
	
1.	 SHP-2	 prévient	 la	 sénescence	 dans	 les	 cellules	 épithéliales	 intestinales	 humaines	 non-
immortalisées.	
	
Afin	 de	mieux	 comprendre	 la	 fonction	 de	 SHP-2	 dans	 la	 prolifération	 cryptale	 intestinale,	 j’ai	
inhibé	 son	 expression	 à	 l’aide	 d’un	 shARN	 dans	 un	 lignée	 normale	 humaine	 intestinale	 non	
immortalisée,	la	lignée	HIEC	(Perreault	&	Beaulieu,	1996).	De	façon	non	surprenante,	j’ai	observé	
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Il	a	été	mis	en	évidence	que	les	lésions	à	l’ADN	provoquent	l’activation	des	kinases	ATM/ATR,	qui	
mène	à	 la	phosphorylation	de	p53	sur	 la	 sérine	15	 (Nardella	et	al.,	2011).	Dans	 les	HIEC	sous-
exprimant	SHP-2,	j’ai	observé	une	augmentation	forte	de	la	phosphorylation	de	p53	sur	la	sérine	
15,	ainsi	qu’une	forte	augmentation	de	la	phosphorylation	de	H2AX	sur	la	sérine	139.	Ces	résultats	
confirment	la	présence	de	dommages	à	l’ADN	et	l’activation	probable	des	kinases	ATM/ATR.	Ces	
expériences	sont	en	cours	actuellement	dans	le	laboratoire	de	la	Pre	Rivard.	Il	serait	aussi	possible	
de	moduler	mes	propos	et	ajouter	qu’on	devrait	faire	d’autres	expériences	pour	être	certain	qu’il	
s’agisse	bien	de	dommages	à	l’ADN	associés	à	la	perte	de	SHP-2.	Le	test	des	comètes	est	un	moyen	
efficace	de	détection	des	ruptures	simple	et	double	brin.	La	méthode	tire	parti	de	la	migration	
différentielle	de	l’ADN	dans	un	champ	électrique	dû	à	des	différences	de	quantités	de	dommages	
de	l’ADN	(Olive	2006).			
	
Suite	 à	 ces	 résultats,	 nous	 avons	 d’abord	 analysé	 les	 deux	 voies	 classiques	 d’induction	 de	 la	
sénescence	cellulaire	soient	la	voie	de	ARF	et	la	voie	de	p16	(Boucher	et	al.,	2004	;	Lan	et	al.,	2015	;	
Sturla,	2011).	Dans	nos	analyses	par	immunobuvardage,	nous	avons	observé	une	augmentation	
claire	de	ARF,	une	légère	augmentation	de	p53	et	une	légère	baisse	de	MDM2	dans	les	cellules	
exprimant	un	shARN	dirigé	contre	SHP-2	;	cependant,	il	n’y	a	pas	de	modulation	de	p21	dans	les	
cellules	 sous-exprimant	 SHP-2.	 L’absence	 de	 modification	 de	 p21	 est	 particulièrement	
surprenante	 étant	 donné	 l’augmentation,	 quoique	 modeste,	 de	 p53	 et	 l’inhibition	 du	 cycle	
cellulaire.	Rappelons	que	nous	avons	effectué	ces	analyses	à	un	temps	donné	sur	des	populations	
stables	 sous-exprimant	SHP-2.	 Il	est	possible	que	 l’expression	de	p21	ait	été	augmentée	à	des	
temps	 plus	 précoces	 et	 qu’au	moment,	 où	 nous	 avons	 lysé,	 cette	 augmentation	 ne	 soit	 plus	
détectable.	Cela	dit,	d’autres	gènes	connus	pour	être	induits	par	p53	(BTG2,	BTG3,	ZNF385A,	etc.)	
sont	également	capables	d’inhiber	la	prolifération	cellulaire	(Valente	et	al.,	2018).	À	noter,	une	
augmentation	de	l’expression	de	l’inhibiteur	du	cycle	cellulaire	p27	a	été	observée.	Celle-ci	est	
probablement	dû	à	l’inhibition	des	kinases	ERK1/2.	En	effet,	notre	groupe	a	déjà	rapporté	que	la	
dégradation	de	p27	en	réponse	au	mitogènes	est	dépendante	de	l’activation	de	la	voie	MAPK/ERK	
dans	les	cellules	épithéliales	intestinales	(Rivard	et	al.,	1999).	Nous	avons	aussi	analysé	la	voie	de	
p16.	P16	est	un	inhibiteur	du	cycle	cellulaire	qui	bloque	les	CDK4	et	CDK6	associées	aux	cyclines	
D,	 ce	 qui	 inhibe	 la	 phosphorylation	 de	 la	 protéine	 Rb	 et	 donc	 arrête	 le	 cycle	 cellulaire	 en	G1	
(Nardella	 et	 al.,	 2011).	 La	 baisse	 d’expression	 de	 SHP-2	 dans	 les	 cellules	 HIEC,	 altère	 peu	
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l’expression	de	p16,	suggérant	que	cet	 inhibiteur	n’est	pas	impliqué	dans	la	sénescence	de	ces	
cellules.			
	
Des	résultats	précédents	de	notre	laboratoire	ont	montré	que	les	HIEC	entraient	en	sénescence	
prématurée	 suite	 à	 l’hyperactivation	 de	 la	 voie	 ERK	 par	 l’expression	 d’une	 forme	 constitutive	
active	de	MEK1.	Cette	sénescence,	 induite	par	le	stress	oncogénique	de	l’hyperactivation	de	la	
voie	MAPK,	était	caractérisée	par	une	augmentation	de	l'expression	des	protéines	inhibitrices	du	
cycle	cellulaire	p53,	p21	et	p16	(Boucher	et	al.,	2004).	Au	contraire,	mes	résultats	présentés	ici	
montrent	que	l’inhibition	de	SHP-2	diminue	le	niveau	d’activation	des	kinases	ERK1/2	et	induit	la	
sénescence.	Ainsi,	 autant	 l’hyperactivation	que	 l’inhibition	des	 ERK1/2	peut	 être	 associée	 à	 la	
sénescence	 dans	 les	 HIEC.	 D’autres	 voies	 de	 signalisation	 pro-oncogéniques	 comme	 les	 voies	
Wnt/b-caténine	(Xu	et	al.,	2008),	PI3K/Akt	(Bent	et	al.,	2016)	et	JAK/Stat3	(Kojima	et	al.,	2013)	
sont	capables	d’induire	la	sénescence	lorsqu’hyperactivées.	De	manière	intéressante,	une	analyse	
préliminaire	 du	 niveau	 d’expression	 de	 la	b-caténine	 (reflet	 de	 l’activation	 de	 la	 voie	Wnt/b-
caténine)	et	de	la	phosphorylation	de	Stat3	(reflet	de	la	voie	JAK/Stat)	montre	une	augmentation	
des	niveaux	protéiques	de	la	b-caténine	et	de	phospho-Stat3	dans	les	HIEC	sous-exprimant	SHP-
2	 (résultats	 non	 montrés).	 Même	 s’ils	 doivent	 être	 validés,	 ces	 résultats	 suggèrent	 que	
l’inactivation	de	SHP-2	dans	les	HIEC	pourrait	induire	un	stress	oncogénique	via	l’hyperactivation	
des	voies	Wnt	et	Stat3,	deux	voies	qui	lorsqu’hyperactivées	peuvent	conduire	à	la	sénescence	(Xu	
et	al.,	2008	;	Kojima	et	al.,	2013).	Des	expériences	sont	en	cours	pour	vérifier	cette	hypothèse.	
	
2.	L’inactivation	génétique	ou	pharmacologique	de	SHP-2	inhibe	le	développement	et	la	survie	
des	entéroïdes	ex	vivo.	
	
Nous	avons	voulu	par	la	suite	analyser	l’impact	de	l’inhibition	de	SHP-2	dans	un	modèle	intestinal	
plus	relevant,	les	entéroïdes,	un	modèle	qui	permet	la	croissance,	l'expansion	et	la	différenciation	
des	cellules	épithéliales	intestinales	à	partir	des	cellules	souches.	Des	cryptes	de	souris	ont	été	
isolées	et	mises	en	culture	en	présence	de	matrigel	et	différents	 constituants	 reconstituant	 la	
niche	intestinale	(Sato	et	al.,	2011).	Pour	ces	expériences,	j’ai	utilisé	un	modèle	de	souris	issu	du	
croisement	de	la	souris	dont	le	gène	SHP-2	est	floxé	avec	la	souris	Viline	Cre-ERT2,	qui	expriment	
une	Cre	 recombinase	qui	 est	 inductible	 au	 tamoxifène	 et	 ce,	 spécifiquement	 dans	 les	 cellules	
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épithéliales	 intestinales	 au	 moment	 désiré.	 Nos	 résultats	 montrent	 que	 le	 traitement	 au	
tamoxifène	diminue	bien	le	niveau	des	transcrits	de	SHP-2	dans	nos	entéroïdes	après	48	et	72	
heures.	De	manière	 intéressante,	 la	délétion	de	 SHP-2	par	 le	 traitement	 au	 tamoxifène	altère	
fortement	 le	 développement	 des	 entéroïdes	 (nombre	 de	 protrusions),	 qui	 changent	 de	
morphologie	et	dégénèrent	avec	le	temps	au	contraire	des	organoides	contrôles	traités	à	l’éthanol	
qui	continuent	de	se	développer	normalement.	En	fait,	les	entéroïdes	expérimentaux	dégénèrent	
72h	après	 l’ajout	du	 tamoxifène.	 Suite	 à	 ces	 résultats,	 nous	 avons	 analysé	 la	prolifération	par	
l’incorporation	de	l’EdU.	Nous	avons	observé	une	diminution	du	nombre	de	cellules	positives	à	
l’EdU	suite	au	traitement	au	tamoxifène	dans	les	entéroïdes	expérimentaux.	Dès	48	heures,	il	y	a	
une	tendance	à	 la	diminution	des	cellules	positives	au	marquage	EdU,	cependant	dès	72	et	96	
heures	il	y	a	une	diminution	significative	dans	les	entéroïdes	expérimentaux	traités	au	tamoxifène.	
Ces	résultats	indiquent	que	l’inhibition	de	la	prolifération	des	cellules	souches	et/ou	des	cellules	
progénitrices	 pourrait	 être	 en	 partie	 responsable	 des	 problèmes	 de	 développement	 des	
entéroïdes	 suite	à	 la	délétion	de	SHP-2.	Ces	 résultats	nous	 rappellent	 aussi	 ceux	de	 Lan	et	 al.	
(2015)	qui	ont	récemment	rapporté	que	dans	les	mammosphères,	la	délétion	de	SHP-2	inhibait	
aussi	 fortement	 la	 prolifération	 (marquage	 au	 Ki67)	 et	 le	 nombre	 de	 mammosphères	
développées.	Par	contre,	 les	auteurs	n’ont	pas	observé	de	dégénérescence	ni	d’apoptose	dans	
leurs	mammosphères	déficients	pour	l’expression	de	SHP-2	(Lan	et	al.,	2015),	contrairement	à	ce	
qu’on	observe	avec	les	entéroides.	
	
Afin	de	mieux	comprendre	ce	phénomène	de	dégénérescence,	nous	avons	analysé	l’expression	
de	gènes	associés	à	 l’apoptose	ainsi	qu’à	 la	 sénescence.	Nous	avons	choisi	d’analyser	dans	un	
premier	temps	l’expression	de	Noxa,	Pml	et	Puma,	tous	des	gènes	cibles	de	p53.	En	effet,	comme	
nous	avions	observé	une	augmentation	de	p53	dans	les	HIEC	sous-exprimant	SHP-2,	nous	avons	
décidé	d’investiguer	dans	un	premier	temps	ces	gènes	cibles	de	ce	facteur	de	transcription	dans	
les	 entéroides.	 Effectivement,	 la	 délétion	 de	 SHP-2	 par	 le	 traitement	 au	 tamoxifène	 semble	
augmenter	l’expression	de	ces	trois	gènes	même	si	pour	le	moment,	seule	l’induction	de	Pml	est	
significative	à	p<0,05.	Pml	code	pour	une	protéine	associée	à	 la	sénescence	(Qian	et	al.,	2010)	
ainsi	que	dans	les	voies	apoptotiques	dépendantes	ou	non	de	p53	(Bernardi	et	Pandolfi,	2007).	
Dans	le	noyau,	elle	se	multimérise	et	se	localise	dans	une	structure	qu’on	appelle	les	«	Pml-nuclear	
bodies	»	(Pml-NB).	Pml	est	connue	pour	activer	p53	en	recrutant	la	protéine	aux	«	nuclear	bodies	»	
et	favorise	son	activation,	tout	en	inhibant	ses	régulateurs	tels	que	MDM2	ou	HAUSP.	L'apoptose	
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induite	par	Fas	repose	aussi	sur	les	Pml-NB	pour	libérer	l'énorme	protéine	associée	à	FLICE,	qui	se	
localise	ensuite	dans	 les	mitochondries	pour	 favoriser	 l'activation	de	 la	 caspase-8	 (Bernardi	et	
Pandolfi,	 2007).	 Au-delà	 de	 l'apoptose,	 d'autres	 études	 ont	 impliqué	 des	 Pml-NB	 dans	 la	
sénescence	 cellulaire,	 en	 particulier	 son	 induction.	 Il	 a	 été	 démontré	 que	 les	 Pml-NB	 étaient	
impliqués	dans	 la	formation	de	certaines	caractéristiques	de	 la	chromatine	chez	 les	cellules	en	
phase	 de	 sénescence,	 telles	 que	 les	 hétérochromatines	 associées	 à	 la	 sénescence	 (SAHF),	 qui	
inhibent	 l'expression	 de	 facteurs	 et	 de	 gènes	 favorisant	 la	 croissance.	 La	 formation	 de	 ces	
caractéristiques	 est	 le	 résultat	 des	 chaperons	 d'histones,	 HIRA	 et	 ASF1,	 dont	 les	 activités	 de	
remodelage	de	la	chromatine	sont	ici	médiées	par	les	Pml-NB.	HIRA	se	localise	aux	Pml-NB	avant	
que	toute	autre	interaction	se	produise	avec	l'ADN	(Bernardi	et	Pandolfi,	2007).	
	
Le	changement	morphologique	observé	des	entéroides	expérimentaux	traités	au	tamoxifène	est	
similaire	 au	 phénotype	 observé	 dans	 des	 entéroides	 apoptotiques	 (Takahashi	 et	 al.,	 2014).	
Comme	les	entéroïdes	délétés	pour	SHP-2	finissent	aussi	par	dégénérer,	cela	suggère	aussi	qu’ils	
meurent	par	apoptose.	Afin	de	vérifier	cela,	nous	avons	tenté	de	faire	un	marquage	de	la	caspase-
3	activée,	sans	succès.	D’autres	expériences	sont	nécessaires	afin	de	mettre	au	point	la	détection	
de	la	caspase-3	activée	par	immunofluorescence	de	même	que	d’autres	marqueurs	d’apoptose	
comme	l’ADN	clivé	(Terminal	deoxynucleotidyl	transferase	dUTP	Nick	End	Labelling	ou	TUNEL)	ou	
la	 caspase-7	 clivée.	 Il	 serait	 également	 pertinent	 de	 valider	 l’augmentation	 de	 p53	 dans	 les	
entéroides	traités	au	tamoxifène	et	ce,	par	immunobuvardage.	Le	laboratoire	est	justement	en	
train	de	mettre	au	point	l’extraction	des	protéines	à	partir	des	cultures	d’organoides.	
	
Finalement,	 il	 est	 intéressant	 de	 constater	 que	 l’inhibition	 pharmacologique	 de	 SHP-2	 par	 le	
PTPII08	dans	les	entéroïdes	induit	un	phénotype	similaire	à	celui	induit	par	sa	délétion	génétique.	
L’inhibiteur	PTPIIB08	cible	spécifiquement	l’activité	phosphatasique	de	SHP-2	(Bunda	et	al.,	2015	;	
Xu	et	al.,	2013)	tandis	que	le	SHP099	bloque	SHP-2	dans	une	conformation	auto-inhibée	(Bunda	
et	 al.,	 2015).	 Pris	 ensemble,	 ces	 résultats	 suggèrent	 que	 l’activité	 phosphatase	 de	 SHP-2	 est	
importante	pour	le	développement	des	entéroïdes	et	leur	survie.		
	
Mais	 quels	 sont	 les	 mécanismes	 moléculaires	 par	 lesquels	 l’inactivation	 de	 SHP-2	 induit	 la	
dégénérescence	des	entéroïdes	?	Tout	d’abord,	 il	 faut	rappeler	que	 la	voie	ERK/MAPK	est	une	
voie	qui	est	très	importante	pour	la	prolifération	des	cellules	épithéliales	intestinales	(Aliaga	et	
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al.,	1999	;	Rivard	et	al.,	1999).	L’activation	de	cette	voie	a	aussi	été	montrée	pour	être	impliquée	
dans	le	maintien	des	cellules	souches	intestinales	Lgr5+	dans	le	cycle	cellulaire.	En	effet,	lorsque	
la	voie	ERK/MAPK	est	inhibée	avec	un	inhibiteur	pharmacologique	de	MEK,	les	cellules	souches	
Lgr5+	 entrent	 en	 quiescence	 dans	 un	 modèle	 d’organoïdes	 en	 culture	 (Basak	 et	 al.,	 2017)	 ;	
cependant,	les	entéroides	cessent	de	croitre	mais	ne	dégénèrent	pas.	Cela	indique	que	l’inhibition	
seule	de	la	voie	ERK	MAPK	induit	la	quiescence	mais	n’est	probablement	pas	suffisante	à	induire	
la	 dégénérescence	 des	 entéroides.	 Probablement	 que	 la	 délétion	 de	 SHP-2,	 en	 plus	 d’inhiber	
l’activité	ERK,	module	d’autres	voies	de	signalisation	et	que	le	débalancement	de	ces	voies	cause	
la	mort	cellulaire.	De	plus,	contrairement	aux	HIEC	où	l’inhibition	d’expression	de	SHP-2	induit	la	
sénescence,	dans	les	entéroïdes	de	souris,	elle	induit	plutôt	leur	dégénérescence,	probablement	
par	apoptose	même	si	ce	dernier	point	reste	à	confirmer.	Mais	pourquoi	une	telle	différence	?	Si	
l’on	compare	les	cellules	HIEC	aux	entéroïdes,	une	différence	importante	(outre	l’espèce,	humain	
versus	 souris)	 est	 que	 les	 entéroides	 sont	 composés	de	plusieurs	 types	 cellulaires	 incluant	 les	
cellules	souches.	Or,	il	a	déjà	été	démontré	que	l’hyperactivation	de	la	voie	Wnt	(observée	dans	
les	HIEC	sous-exprimant	SHP-2)	sensibilise	les	cellules	souches	intestinales	aux	dommages	à	l’ADN	
et	à	l’induction	de	l’apoptose	p53-dépendante	(Tao	et	al.,	2015	;	Ishizuka	et	al.,	2003).	Ainsi,	il	est	
fort	possible	que	ce	soit	une	apoptose	des	cellules	souches	qui	provoque	la	dégénérescence	des	
entéroides.	Des	analyses	de	co-marquage	(marqueurs	de	cellules	souches	versus	d’apoptose)	sont	
en	 cours	 afin	 de	 vérifier	 hypothèse.	 	 De	 plus,	 il	 a	 été	 démontré	 dans	 les	 fibroblastes	
embryonnaires	 que	 SHP-2	 régulait	 négativement	 l’expression	d’un	 groupe	de	 gènes	 impliqués	
dans	 l’arrêt	 du	 cycle	 cellulaire	 et	 dans	 l’apoptose	 et	 caractérisés	 comme	 des	 cibles	
transcriptionnelles	de	p53	(Ruhul	Amin	et	al.	2007).	Une	autre	hypothèse	possible	est	que	chez	la	
souris	déficiente	pour	SHP-2	(Shp-2CEI-KO),	il	y	a	une	forte	baisse	des	protéines	de	jonctions	cellule-
cellule.	 Les	 jonctions	 sont	 déstructurées	 et	 donc	 moins	 fortes	 (Coulombe	 et	 al.,	 2013).	 Par	
conséquent,	 il	 est	 possible	 que	 la	 structure	 et	 la	 cohésion	 des	 organoïdes	 soient	 fortement	
déstabilisées	suite	à	la	délétion	de	SHP-2	induite	par	le	tamoxifène,	ex	vivo,	et	que	ceci	conduit	à	
leur	 dégénérescence.	 Finalement,	 il	 faudrait	 caractériser	 le	 phénotype	 des	 cellules	 de	 Paneth	
suite	à	la	délétion	de	SHP-2.	On	sait	que	les	cellules	de	Paneth	produisent	le	facteur	de	croissance	
Wnt3,	indispensable	au	maintien	et	à	la	survie	des	cellules	souches	intestinales	(Heuberger	et	al.,	
2014).	 Des	 analyses	 sont	 en	 cours	 dans	 notre	 laboratoire	 pour	 vérifier	 si	 la	 production	 de	 ce	
facteur	de	croissance	est	justement	altérée	par	la	perte	de	SHP-2.	
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3.	 L’inactivation	 génétique	 ou	 pharmacologique	 de	 SHP-2	 inhibe	 le	 développement	 des	
colonoïdes	ex	vivo.	
	
Nous	avons	aussi	isolé	des	cryptes	coloniques	et	vérifié	en	culture	ex	vivo,	l’impact	de	la	délétion	
de	SHP-2.	De	façon	similaire	aux	entéroïdes,	la	délétion	de	SHP-2	par	le	traitement	au	tamoxifène	
ralentit	significativement	le	développement	des	colonoïdes	tel	que	visualisé	par	la	diminution	de	
leur	 taille	 comparativement	 aux	 colonoïdes	 non	 traités.	 Cette	 diminution	 de	 taille	 est	 aussi	
associée	à	une	diminution	de	la	prolifération	cellulaire	tel	que	visualisé	par	la	baisse	du	nombre	
de	cellules	positives	à	 l’EdU	et	ce,	dès	48	heures	après	 l’ajout	de	tamoxifène.	Comme	pour	 les	
entéroïdes,	 l’inhibition	 pharmacologique	 de	 SHP-2	 dans	 les	 colonoïdes	 induit	 un	 phénotype	
similaire	 à	 la	 délétion	 :	 une	 inhibition	 de	 la	 croissance.	 Contrairement	 aux	 entéroïdes,	 les	
colonoïdes	ne	semblent	pas	dégénérer	et	semblent	donc	moins	sensibles	à	l’inhibition	de	SHP-2.	
Comment	expliquer	cela	?	Tout	d’abord,	 il	 faut	 se	 rappeler	que	dans	 le	 côlon	 le	 facteur	Wnt3	
indispensable	à	la	survie	et	prolifération	des	cellules	souches	provient	du	mésenchyme	et	non,	
comme	dans	 l’intestin	grêle,	des	 cellules	de	Paneth	 (absentes	dans	 le	 côlon).	Par	 conséquent,	
lorsqu’on	met	en	culture	des	colonoides,	le	facteur	Wnt3	est	ajouté	de	façon	exogène	au	milieu	
de	culture.	Ainsi,	une	hypothèse	serait	que	l’inactivation	de	SHP-2	dans	les	cellules	de	Paneth	de	
l’intestin	grêle	altère	la	production	de	Wnt3,	affectant	ainsi	la	survie	des	entéroïdes.	Par	contre,	
cette	régulation	serait	absente	dans	les	colonoides	puisque	le	Wnt3	est	ajouté	de	façon	exogène.	
Une	 autre	 hypothèse	 pour	 expliquer	 la	 différence	 de	 sensibilité	 entre	 les	 entéroïdes	 et	 les	
colonoïdes	est	peut-être	que	la	délétion	de	SHP-2	induite	par	la	Cre	recombinase	est	plus	efficace	
dans	les	entéroides	que	dans	les	colonoïdes.	En	effet,	certains	travaux	ont	déjà	rapporté	que	le	
promoteur	 Villine	 utilisé	 pour	 exprimer	 la	 Cre	 recombinase	 est	 plus	 efficace	 dans	 les	 cellules	
épithéliales	intestinales	du	grêle	comparativement	à	celles	du	côlon	(Madison	et	al.,	2002).	Des	
expériences	sont	en	cours	pour	vérifier	ces	hypothèses.	
	
4.	L’inhibition	de	SHP-2	induit	des	dommages	à	l’ADN	dans	les	cellules	cancéreuses	colorectales	
HCT116	mais	pas	dans	les	Caco-2/15.	
	
Nous	avons	voulu	par	la	suite	tester	l’impact	de	l’inhibition	de	SHP-2	dans	les	cellules	cancéreuses	
colorectales	humaines.	Nous	avons	utilisé	la	lignée	Caco-2/15,	une	lignée	cellulaire	mutée	pour	
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les	gènes	APC	et	TP53	mais	qui	exprime	une	forme	sauvage	de	KRAS.	Nous	avons	aussi	utilisé	la	
lignée	HCT116	qui	possède	des	mutations	pour	 la	CTNNB1	et	KRAS	mais	qui	exprime	 la	 forme	
sauvage	de	TP53.	Les	deux	lignées	cellulaires	ont	été	infectées	avec	un	lentivirus	exprimant	un	
shARN	 dirigé	 contre	 SHP-2	 pour	 diminuer	 l’expression	 de	 SHP-2.	 Tel	 qu’attendu,	 nous	 avons	
observé	 dans	 les	 deux	 lignées	 la	 baisse	 du	 niveau	 d’expression	 de	 SHP-2	 et	 du	 niveau	 de	
phosphorylation	de	leurs	effecteurs,	les	kinases	ERK1/2.	De	manière	intéressante,	la	morphologie	
de	certaines	cellules	HCT116	change	un	peu	suite	à	la	baisse	d’expression	de	SHP-2.	Les	HCT116	
sous-exprimant	 SHP-2	 prolifèrent	 aussi	 moins	 vite,	 ce	 qui	 est	 cohérent	 avec	 l’inhibition	 des	
ERK1/2,	dont	 l’activation	est	nécessaire	à	 la	prolifération	des	 lignées	 cancéreuses	 colorectales	
(Lemieux	et	al.	2009	;	Yeh	et	al.,	2009).	 	De	manière	 intéressante,	comme	dans	 les	HIEC,	cette	
inhibition	 de	 prolifération	 est	 associée	 à	 une	 augmentation	 des	 dommages	 à	 l’ADN	 tel	 que	
visualisé	 par	 l’augmentation	 du	 nombre	 de	 cellules	 positives	 au	 phospho-H2AX.	 De	 plus,	 une	
augmentation	de	phospho-p53	a	été	notée	dans	les	cellules	sous-exprimant	SHP-2,	suggérant	là	
aussi	une	activation	de	la	voie	ATM/ATR,	comme	dans	les	cellules	normales	HIEC.	
	
Dans	les	cellules	normales,	les	lésions	à	l’ADN	étaient	associées	à	un	phénotype	sénescent	avec	
une	augmentation	d’expression	de	ARF	et	mais	pas	p16.	Nous	avons	vérifié	le	niveau	d’expression	
de	ces	deux	protéines	dans	les	HCT116	sous-exprimant	SHP-2	et	nous	avons	observé	que	seul	ARF	
est	 modestement	 augmenté.	 De	 manière	 parallèle,	 l’expression	 de	 p53	 et	 de	 p21	 est	 aussi	
légèrement	 augmentée.	 Malheureusement,	 nous	 n’avons	 pas	 réussi	 à	 détecter	 de	 marquage	
positif	 à	 la	b-galactosidase	 (résultats	 non	montrés).	 Les	 cellules	 HCT116	 étant	 très	 petites,	 le	
marquage	de	la	b-galactosidase	est	difficile	à	visualiser.	Nous	travaillons	actuellement	à	optimiser	
ce	type	de	marquage	pour	les	HCT116.	Pour	le	moment,	nous	pouvons	que	conclure	l’inhibition	
de	SHP-2	 induit	bel	et	bien	des	dommages	à	 l’ADN	dans	 les	HCT116.	Reste	à	savoir	 si	 cela	est	
associé	à	de	la	sénescence	ou	non.		
	
D’autres	études	réalisées	dans	d’autres	lignées	cancéreuses	ont	aussi	décrit	un	rôle	pour	SHP-2	
dans	 le	contrôle	de	dommages	à	 l’ADN.	Les	études	de	Yuan	et	al.,	2003	ont	 rapporté	que	des	
fibroblastes	embryonnaires	déficients	pour	 l’expression	SHP-2	sont	plus	résistants	à	 l’apoptose	
induite	par	des	agents	chimiothérapeutiques	comme	le	cisplatin.	En	effet,	après	le	traitement	au	
cisplatin,	l'induction	de	p73	et	de	son	effecteur	en	aval	p21	est	essentiellement	bloquée	dans	les	
cellules	 mutantes	 pour	 SHP-2.	 Une	 analyse	 plus	 approfondie	 a	 révélé	 que	 l'activation	 de	 la	
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tyrosine	kinase	nucléaire	c-Abl,	un	médiateur	essentiel	dans	 l'induction	de	dommages	à	 l'ADN,	
était	 altéré	 dans	 les	 cellules	 KO	 pour	 SHP-2.	 Conformément	 à	 cette	 observation,	 l'effet	 de	 la	
surexpression	de	la	c-Abl	kinase	dans	les	cellules	mutantes	SHP-2	sur	la	sensibilisation	des	cellules	
à	la	mort	induite	par	les	dommages	à	l'ADN	a	été	aboli.	Ces	résultats	révélaient	pour	la	première	
fois	une	nouvelle	fonction	nucléaire	pour	la	phosphatase	SHP-2	dans	la	régulation	de	la	réponse	
apoptotique	induite	par	les	dommages	de	l'ADN	(Yuan	et	al.,	2003).	
	
Une	autre	étude	de	Tsang	et	al.,	2012	a	montré	que	plusieurs	phosphatases,	y	compris	SHP-2	
étaient	nécessaires	à	la	survie	des	cellules	HeLa	après	un	stress	réplicatif	induit	par	l'hydroxyurée.	
Des	analyses	plus	détaillées	ont	révélé	que	SHP-2	était	également	important	pour	le	maintien	du	
point	de	contrôle	après	une	lésion	de	l'ADN	induite	par	le	cisplatin	ou	un	rayonnement	ionisant	
dans	 ces	mêmes	 cellules	HeLa.	 En	 outre,	 SHP-2	 a	 été	 activée	 après	 un	 stress	 réplicatif	 et	 des	
dommages	 à	 l'ADN.	 Finalement,	 l’étude	 a	 démontré	 que	 la	 déplétion	 de	 SHP-2	 entravait	
l'activation	 de	 CHK1,	 l'arrêt	 du	 cycle	 cellulaire	 et	 la	 réparation	 de	 l'ADN.	 Ces	 résultats	
démontraient	ainsi	l'importance	de	SHP-2	dans	le	contrôle	du	cycle	cellulaire	et	dans	la	protection	
contre	les	lésions	à	l’ADN	(Tsang	et	al.,	2012).		
	
Dans	 les	 Caco-2/15,	 contrairement	 aux	 HIEC,	 nous	 n’avons	 pas	 observé	 de	 changement	
morphologique	suite	à	 la	baisse	d’expression	de	SHP-2.	Cependant,	 les	cellules	sous-exprimant	
SHP-2	 prolifèrent	moins	 vite,	 ce	 qui	 est	 cohérent	 avec	 l’inhibition	 des	 ERK1/2	 et	 la	 baisse	 de	
phosphorylation	de	pRb.	Contrairement	aux	HCT116,	cette	 inhibition	de	prolifération	n’est	pas	
associée	 à	 une	 augmentation	 des	 dommages	 à	 l’ADN,	 car	 nous	 n’avons	 pas	 observé	
d’augmentation	du	nombre	de	cellules	positives	à	la	phosphorylation	de	H2AX.	Donc,	l’inhibition	
d’expression	de	SHP-2	dans	les	Caco-2/15	ralentit	leur	prolifération	sans	induire	des	dommages	à	
l’ADN.	Ces	résultats	différents	entre	les	Caco-2/15	et	HCT116	suggèrent	que	la	baisse	d’activation	
des	 kinases	 ERK1/2	 induite	par	 la	 déplétion	de	 SHP-2	n’est	 probablement	pas	 impliquée	dans	
l’apparition	 des	 dommages	 à	 l’ADN.	 D’autres	 mécanismes	 moléculaires	 sont	 probablement	
responsables	de	 l’apparition	des	dommages	à	 l’ADN	induits	par	 la	déplétion	de	SHP-2	dans	 les	
HCT116.	Les	dommages	d’ADN	souvent	induits	par	oxydation	et	apparaissent	lors	de	conditions	
de	stress	oxydant	 (Sharpless	et	al.,	2015).	 Il	 faudrait	donc	analyser	si	 la	baisse	d’expression	de	
SHP-2	induit	bel	et	bien	dans	ces	deux	lignées	un	stress	oxydatif	(dosage	des	radicaux	libres)	ou	
non.	Par	la	suite,	il	pourrait	s’avérer	pertinent	d’analyser	l’impact	de	l’inactivation	de	SHP-2	sur	le	
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métabolisme	 aérobique	 mitochondrial	 (Zheng	 et	 al.,	 2013)	 ou	 sur	 l’expression	 de	 gènes	
régularisant	l’équilibre	redox.	De	plus,	il	est	important	de	se	rappeler	que	les	HCT116	et	les	Caco-
2/15	diffèrent	également	au	niveau	de	TP53	:	les	HCT116	expriment	un	TP53	sauvage	alors	que	
les	Caco-2/15	expriment	une	forme	mutée	de	TP53	 (Liu	&	Bodmer,	2006).	Or,	p53	est	capable	
d’induire	 transcriptionnellement	non	seulement	p21	mais	également	d’autres	gènes	 impliqués	
justement	dans	l’équilibre	Redox	(Aquilano	et	al.,	2013).	Toutes	ces	analyses	seront	à	faire	pour	
mieux	 comprendre	 les	mécanismes	d’action	moléculaires	par	 lesquels	 SHP-2	protègent	 contre	
l’apparition	de	dommages	à	l’ADN	dans	certaines	lignées	cancéreuses	colorectales.	
	
Quelques	perspectives	importantes	pour	la	suite	du	projet	
	
Les	résultats	de	mon	projet	de	maitrise	suscitent	des	interrogations	intéressantes	:	tout	d’abord	
sur	la	contribution	de	la	voie	ATM/ATR/p53	dans	les	effets	de	SHP-2,	sur	le	rôle	potentiel	de	SHP-
2	dans	l’inhibition	du	stress	oxydatif	et	sur	son	importance	pour	la	survie	des	cellules	épithéliales	
intestinales	en	culture	d’entéroides.		
	
Pour	déterminer	si	p53	est	impliqué	dans	les	fonctions	de	SHP-2	dans	les	cellules	cancéreuses,	il	
serait	très	intéressant	de	vérifier	l’effet	de	l’inhibition	de	SHP-2	dans	des	cellules	HCT116	TP53-/-	
isogéniques.	Notre	laboratoire	a	justement	obtenu	récemment	ces	lignées	HCT116	isogéniques	
du	Dr	Bert	Vogelstein	(Lindgren	et	al.,	2015).	De	plus,	il	faudrait	analyser	plusieurs	autres	lignées	
cancéreuses	pour	vraiment	démontrer	s’il	y	a	oui	ou	non	une	corrélation	avec	le	statut	de	TP53.	
	
Pour	 déterminer	 le	 rôle	 de	 SHP-2	 dans	 la	 régulation	 du	 stress	 oxydatif,	 il	 faudrait	 analyser	 la	
production	des	radicaux	libres	(reactive	oxygen	species,	ROS)	dans	les	cellules	suite	à	l’inactivation	
de	SHP-2.	J’imagine	qu’il	serait	possible	de	faire	une	cinétique	pour	voir	l’évolution	des	ROS	dans	
le	temps	et	suivre	en	même	temps	l’apparition	des	lésions	à	l’ADN	et	les	signes	de	sénescence	
et/ou	 d’apoptose	 (Colavitti	 et	 al.,	 2005).	 De	 plus,	 on	 pourrait	 utiliser	 les	 organoïdes	 avec	 la	
mutation	 de	 gain-de-fonction	 E76K	 de	 SHP-2	 (modèle	murin	 généré	 par	 Gagné-Sansfaçon	 en	
révision)	pour	faire	un	comparatif	avec	notre	modèle	qui	implique	plutôt	une	délétion	de	SHP-2	
et	examiner	s’il	y	a	effectivement	modulation	du	niveau	des	radicaux	libres	différente	dans	ces	
deux	modèles.		
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Pour	 caractériser	 l’importance	de	SHP-2	pour	 la	 survie	des	 cellules	épithéliales	 intestinales	en	
culture	d’entéroides,	il	faudrait	faire	le	marquage	des	caspases	3	et	7	clivées	et/ou	un	marquage	
TUNEL	afin	de	vérifier	quelles	cellules	dégénèrent	exactement	:	les	cellules	souches	?	les	cellules	
progénitrices	?	 les	cellules	différenciées	?	Un	test	de	viabilité	serait	aussi	pertinent	à	faire.	Par	
ailleurs,	il	serait	intéressant	l’analyser	l’expression	de	certains	marqueurs	de	cellules	souches	afin	
de	mieux	comprendre	 le	phénotype	des	organoides.	Des	 résultats	préliminaires	montrent	que	
l’expression	d’Ascl2,	un	marqueur	de	cellules	souches	et	un	gène-cible	de	la	voie	Wnt/b-caténine,	
est	augmenté	suite	à	la	délétion	de	SHP-2.	Si	ce	résultat	est	confirmé,	cela	pourrait	suggérer	que	
la	 voie	 Wnt/b-caténine	 est	 bel	 et	 bien	 suractivée	 suite	 à	 la	 délétion	 de	 SHP-2	 et	 que	 cette	
suractivation	pourrait	s’avérer	être	un	stress	oncogénique	pour	les	cellules	souches	intestinales.	
Bien	certainement,	 il	 serait	aussi	pertinent	d’analyser	par	 immunobuvardage	des	protéines	de	
jonctions	pour	voir	si	leur	expression	est	touchée	lorsqu’il	y	a	la	perte	de	SHP-2.	Cela	pourrait	nous	
aider	à	s’orienter	entre	une	défaillance	dans	les	cellules	souches	suite	à	la	délétion	de	SHP-2	ou	
bien	une	intégrité	affectée	des	cellules	différenciées	par	l’inactivation	de	SHP-2.	
	
Une	autre	perspective	intéressante	à	mon	projet	de	recherche	serait	d’analyser	si	les	organoides	
exprimant	la	forme	mutante	et	active	de	SHP-2	(celle	retrouvée	dans	le	cancer	colorectal)	sont	
résistants	à	des	inducteurs	de	dommages	à	l’ADN	comme	le	5-FU	ou	bien	l’oxaliplatin	(Grabinger	
et	al.,	2014).	Autrement	dit,	est-ce	que	l’activation	constitutive	de	SHP-2	procure	une	résistance	
aux	agents	qui	cause	des	dommages	à	l’ADN	?	Tout	d’abord,	il	faudrait	mettre	en	culture	autant	
les	organoïdes	KO	que	les	organoïdes	exprimant	la	forme	E76K	de	SHP-2,	ajouter	des	inducteurs	
de	 dommages	 à	 l’ADN,	 puis	 vérifier	 par	 des	 immunofluorescence	 le	 marquage	 de	 la	
phosphorylation	de	H2AX	ou	bien	aussi	des	marqueurs	de	bris	d’ADN.		
	
Il	serait	aussi	intéressant	de	vérifier	l’impact	de	l’inhibition	pharmacologique	de	SHP-2	dans	des	
organoides	mutés	pour	Apc	ou	pour	Braf,	deux	des	principales	mutations	qui	surviennent	dans	le	
développement	d’un	cancer	colorectal	(Worthley	et	al.,	2007	;	Mundade	et	al.,	2014).	Est-ce	que	
l’inactivation	de	SHP-2	inhibe	les	effets	oncogéniques	de	ces	mutations	?	Pour	cela,	on	pourrait	
utiliser	les	deux	inhibiteurs	pharmacologiques	de	SHP-2	et	vérifier	leur	effet	sur	la	tumorigénèse	
induite	par	l’expression	oncogénique	de	Braf	ou	la	mutation	Apc	chez	la	souris.	Des	organoides	
pourraient	aussi	être	extraits	des	souris	exprimant	la	forme	oncogénique	de	Braf	ou	la	mutation	
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d’Apc	 et	 analyser	 l’impact	 de	 l’inactivation	 de	 Shp-2	 sur	 la	 survie,	 leur	 prolifération	 et	 leur	
croissance.		
	
Finalement,	 il	 est	 évident	 qu’il	 serait	 pertinent	 de	 faire	 une	 analyse	 du	 phospho-protéome	
dépendant	de	SHP-2	par	spectrométrie	de	masse	et	ce,	afin	de	mieux	comprendre	les	mécanismes	
d’action	moléculaires	(par	exemple,	les	substrats)	de	cette	phosphatase	dans	le	contrôle	du	cycle	
cellulaire	et	de	la	survie	tant	des	cellules	normales	que	cancéreuses.	
	
Conclusion	
	
	
En	 conclusion,	 ce	 projet	 a	 permis	 de	 démontrer	 une	 fonction	 importante	 pour	 SHP-2	 dans	 la	
protection	contre	les	dommages	à	l’ADN	tant	dans	les	cellules	épithéliales	intestinales	normales	
que	dans	certaines	lignées	cancéreuses,	du	moins	celles	qui	ne	sont	pas	mutées	pour	TP53.	Ainsi,	
mes	 résultats	 suggèrent	 que	 l’activation	 de	 SHP-2	 promeut	 la	 tumorigénèse	 intestinale	 non	
seulement	en	stimulant	la	prolifération	cellulaire	mais	également	en	inhibant	l’accumulation	de	
dommages	à	l’ADN,	l’apoptose	et/ou	la	sénescence,	dépendamment	du	contexte	cellulaire.	
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